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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
RICANIA SIMULANS’TA KiTIN SENTAZ 1 GENININ TRANSKRiPTOM ANALIZI
Serpil TURHAN
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Semra CICEK

Amag: Ulkemizin Karadeniz Bélgesi’nde 6zellikle ekonomik éneme sahip bitkisel iiriinlerde
ciddi kayiplara neden olan Ricania simulans’a yonelik etkinligi yiiksek biyolojik miicadelede
bulunabilme yontemlerinden biri genetik susturma olarak ©one ¢ikmaktadir. Bu nedenle
canlinin biliyiimesine engel olmak i¢in sekans bilgisine ve kitin sentaz 1 geninin molekiiler
dizilimine ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu ¢alismada Ricania simulans’in yumurta, nimf ve ergin
donemlerinde transkriptom verilerinin elde edilmesi ve Kitin Sentaz 1 geninin molekiiler
diziliminin ortaya konmasi ve ekspresyon calismalari ile dogrulanmasi amaglanmustir.

Yontem: Yumurta, nimf ve ergin evrelerdeki Ricania simulans 6rneklerinden Total RNA
izolasyonu yapilmistir. Ornekler iizerinde RNA-seq transkriptom analizi yapilmustir.
Biyoinformatik araclar kullanilarak o6rnek kalitesi, okuma kalitesi, farkli gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi, 1s1 haritalarinin ¢ikarilmasi gibi analizler yapilmistir. Daha
sonra kitin sentaz 1 gen ekspresyonu icin real time ¢alismalar1 yapilmistir.

Bulgular: Ricania simulans’in yumurta, nimf, ergin evre Ornekleri icin RNA-seq
transkriptom analizi yapilmistir ve 509137 sekans sayisi, 370106677 total uzunluk, en uzun
sekans 35193 nt, en kisa sekans 178 nt, ortalama sekans uzunlugu 727 nt, %35.27 GC igerigi,
%32.36 Adenin, %32.27 Timin, %17.50 Guanin, %17.77 Sitozin verileri elde edilmistir. Kitin
sentaz 1 genine yonelik sekans verisi elde edilmistir ve Real Time PCR calismalar ile
ekspresyon dogrulamasi yapilmistir.

Sonug¢: Kitin sentaz 1 geninin canlinin nimf ve ergin evresinde eksprese oldugu ortaya
konarak genetik susturma caligmalarinda hedef gen olarak kullanim potansiyeli
olusturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Ricania simulans, Transkriptom analizi, Kitin sentaz 1 geni
Agustos 2021, 80 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

TRANSCRIPTOM ANALYSIS OF THE CHITIN SYNTHASE 1 GENE IN RICANIA
SIMULANS

Serpil TURHAN
Supervisor: Assis. Prof. Dr. Semra CICEK

Purpose: Genetic silencing stands out as one of the methods of biological control with high
efficiency against Ricania simulans, which causes serious losses in especially economically
important plant products in the Black Sea Region of our country. For this reason, sequence
information and the molecular sequence of the chitin synthase 1 gene are needed to prevent
the growth of the living thing. In this study, it was aimed to obtain transcriptome data in the
egg, nymph and adult stages of Ricania simulans and to reveal the molecular sequence of the
Chitin Synthase 1 gene and to verify it with expression studies.

Method: Total RNA was isolated from egg, nymph and adult stage samples of Ricania
simulans. RNA-seq transcriptome analysis was performed on the samples. Analyzes such as
sample quality, reading quality, determination of different gene expressions, and heatmaps
were performed using bioinformatic tools. Then, real-time studies were performed for chitin
synthase 1 gene expression.

Findings: RNA-seq transcriptome analysis was performed for egg, nymph and adult stage
samples of Ricania simulans and sequence number of 509137, total length of 370106677,
longest sequence 35193 nt, shortest sequence 178 nt, mean sequence length 727 nt, 35.27%
GC content, 32.36% Adenine, 32.27% Thymine, 17.50% Guanine, 17.77% Cytosine data
were obtained. Sequence data for the chitin synthase 1 gene were obtained and expression
confirmation was performed by Real Time PCR studies.

Results: By demonstrating that the chitin synthase 1 gene is expressed in the nymph and adult
stages of the organism, the potential for use as a target gene in genetic silencing studies has
been established.

Keywords: Ricania simulans, Analysis of transcriptome, Chitin synthase 1 gene
August 2021, 80 pages
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GIRIS

Ricaniidae ailesi, diinya ¢apinda 46 cins ve 450 tiir igeren bir hemipter bocek (kan ve
bitki 6zsuyu emerek yasayan, birinci ¢ift kanatlarinin son yarisi, ikinci ¢iftin tiimii zarimsi
olan hortumlu bocekler toplulugu, yarim kanatlilar) grubudur. Bu aile ¢ogunlukla tropikal
Afrika, Asya ve Avusturalya’da bulunmaktadir (Xu et al. 2006). Bu boceklerin ¢ogu opak

veya hassas kahverengi desenli licgen kanatlara sahiptir.

Ricaniidae familyasinda yer alan ve halk dilinde vampir kelebek olarak adlandirilan
Ricania simulans (Walker 1851) sirasiyla yumurta, nimf ve ergin halde bulunmaktadirlar.
Ergin disiler yilda ortalama 50 yumurta (beyaz renkte, seffaf ve tek sira halinde)
birakmaktadir (Alev 2014). Nimfler 5 nimf agamaya sahiptir ve Mayis ay1 sonunda ortaya
¢ikmaktadir. Ergin olanlar ise Temmuz ay1 baslarinda ortaya ¢ikar ve yumurtalarini Agustos
ay1 baglarinda birakmaya, yumurta sahnelerine gegmeye ve bir yilda bir nesil vermeye
baslamaktadir (Goktiirk vd 2017) (Sekil 1). R. simulans nimf ve ergin evreleri, tiim tarimsal
bitkileri, ¢alilar1 ve geng agaclar1 ev sahibi olarak tercih etmektedir ve bu bitkilerin 6z suyuyla

beslenmektedir.

Sekil 1. Nimf ve ergin Ricania simulans’a ait mikroskop goriintiileri

R. simulans son 10-12 yildir tilkemizde 6zellikle Karadeniz Bolgesi’nde (Artvin, Rize,
Trabzon, Giresun ve Ordu illerinin bulundugu sahil seridi boyunca) giderek artan bir ilgiyle
takip edilmektedir. Ciinkii bu Ricaniia tiirli, bu bolgedeki basta ¢ay liretimi olmak {izere ¢ok

sayida bitki tiirtine (kivi, mandalina, asma, fasulye vb.) ciddi zarar veren ve bunun sonucunda



ekonomik kayiplara neden olan bir polifagdir (bircok cesit besinle beslenen organizma).
Ayrica son zamanlarda R. simulans’in Marmara Bolgesi’nde de goriilmeye baslandigi ifade

edilmektedir (Goktiirk ve Mihli, 2015; Goktiirk vd 2017; 2018).

R. simulans "a kars1 en yaygin kontrol secenegi kimyasal pestisit uygulamasidir. Ancak
Karadeniz Bolgesi’nde ¢ay ve findik iiretimi nedeniyle kimyasal pestisit kullanimin yasaktir.
Bu nedenle R. simulans i¢in alternatif miicadele yontemleri, yeni stratejiler arastirilmaktadir.
Ulkemizde bu amagla 151k tuzaklari, baz1 bitki tiirlerinden (Achillea biebersteinii, Origanum
onites, Rosmarinus officinalis, Salvia pratensis, Satureja hortensis ve Tanacetum balsamita)
elde edilen esansiyel yaglar, bazi bakteriler (Brevibacillus brevis, Bacillus thuringiensis
subsp. Kenyae, Bacillus subtilis, Pseudomonas chlororaphis, Bacillus sphaericus ve
Beauveria bassiana) kullanilmistir (Goktiirk ve Mihli, 2015; Goktiirk vd 2017; 2018).

Ancak giderek yayilan R. simulans ile miicadele i¢in alternatif yollarin arastirilmasina
ithtiya¢ vardir. Nitekim Tarim ve Orman Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirliigi
(TAGEM) tarafindan Ar-Ge Destek Programi kapsaminda 13. Proje Basvuru Cagrisi’nda
“Ricania sp. ile kimyasal haricinde diger miicadele olanaklarinin arastirilmasi” seklinde
calisma konusuna yer vermistir. Dolayisiyla, R. simulans’a yonelik ¢alismalar iilkemizin
oncelikli konularindandir. Simdiye kadar, mekanik kontrol disinda bu zararliya kars: etkili bir
kontrol mekanizmasi kullanilamamistir. Bu nedenle, bu zarar1 ekonomik zarar verme
seviyesinin (EIC: economic injury level) altinda tutmak igin etkili bir kontrol mekanizmasi

gelistirilmelidir.

R. simulans ile gen susturma teknikleri araciligiyla molekiiler anlamda miicadele
etmek i¢in R. simulans’a ait ilgili genlerin sekans diziliminin belirlenmesi gerekmektedir.
21.07.2021 tarihinde bakild1 ve giincel verilere tekrar bakildiginda da National Center for
Biotechnology Information (NCBI)’da Ricania igin yapilan niikleotit dizilimi taramalarina
gore oldukg¢a az sonu¢ bulunmaktadir: Ricania shantungensis (129), Ricania japonica (15),

Ricania marginalis (6), Ricania simulans (6)

B-1,4 glikosidik baglarla baglanmis N-asetilglukozaminlerin  dogrusal bir
homopolimeri olan kitin, seliilozdan sonra dogada en bol bulunan ikinci biyolojik
polisakkarittir (Merzendorfer ve Zimoch 2003). Mantarlarda, siingerlerde, nematodlarda,
yumusakealarda, eklembacaklilarda, baliklarda, amfibiyanlarda ve bazi alglerde yaygin olarak
bulunmaktadir (Daimon et al. 2003; Minamoto et al. 2015; Tang et al. 2015). Boceklerde,
kitinin, kiitikiil, beslenme kanali, trakeal sistem, genital kanallar ve ¢esitli dermal bezlere ait
kanallarin 6nemli bir yapisal bileseni oldugu ve viicut seklinin korunmasinda, dig mekanik

bozulmalardan korunmada biiyiik rol oynadigi dogrulanmistir (Hedegus et al. 2009;



Moussian, 2010; Zhu et al. 2016). Biiyiime ve gelisme i¢in, bocekler periyodik olarak eski dis
yapilarini sindirmeli ve bu sindirme sirasinda yeni ve daha gevsek bir dig yap1 tliretmelidir
(Merzendorfer 2006). Kitin sentaz (Chitin synthase: CHS; EC 2.4.1.16), kitin sentez yolunun
son asamasinda yer alan hayati bir enzimdir. CHS, kitin igeren tiim organizmalarda bulunan
yiiksek oranda korunmus bir enzimdir (Arakane et al. 2012; Alvarenga et al. 2016). Bocek
CHS’leri, aile 2 glikoziltransferazlara ait biiyiik transmembran proteinleridir. Bugiine kadar,
CHS’ler, Coleoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Hemiptera ve Diptera dahil olmak iizere
familyalarina ait, ¢esitli bocek tiirlerinde klonlananmis ve sekanslanmistir (Zhang et al. 2010;
Qu and Yang 2011; Ampasala et al. 2011; Zhang et al. 2012; Liu et al 2012; Bansal et al.
2012; Wang et al. 2012; Chen et al. 2013; Yang et al. 2013; Zhuo et al. 2014; Alvarenga et
al. 2016; Shang et al. 2016; Shi et al. 2016; Macedo et al. 2017; Wang et al. 2019). Sekans
benzerligi, dagilimi ve fizyolojik fonksiyonlarina dayanarak, bocek kitin sentazlari iki tiire
ayrilmaktadir: CHS1 ve CHS2 (Merzenfonder et al. 2011). CHS1, birincil olarak hem kiitikiil
ve trakealarda, hem de On bagirsak ve kalin bagirsak astarlarinda kullanilan kitin
olusumundan sorumlu iken CHS2, orta bagirsagin peritrofik membraninda (PM) kitin
sentezinden sorumludur. Bugiine kadar, CHS genlerinin islevleri, Tribolium castaneum,
Anthonomus grandis, Spodoptera exigua, Bactrocera dorsalis, Drosophila melanogaster,
Locusta migratoria, Laodelphax striatellus ve Nilaparvata lugens gibi hem tam metabolik
hem de yar1 metabolik boceklerde RNA ile susturma (RNA interference: RNAi) kullanilarak
kapsamli bir sekilde aragtirilmistir (Arakane et al. 2005; 2008; Tian et al. 2009; Wang et al.
2012; 2015; Zhang et al. 2010; Liu et al. 2012; Yang et al. 2013; Firmino et al. 2013;
Moussian et al. 2015). Bu sonuglar, CHS genlerinin hayatta kalma, ekdiz, dogurganlik ve
yumurtadan ¢ikma igin gerekli oldugunu gdstermistir. Ozetlemek gerekirse, kitin biyosentezi,
bocek biiyiimesi ve gelisimi i¢in ¢ok onemlidir ve kitin biyosentezine katilan CHS enzimleri,

bdcek zararlilarinin kontrolii i¢in yeni stratejilerin tasarimi i¢in umut verici hedeflerdir.

R. simulans’ta CHS1 genine yonelik herhangi bir karakterizasyon ve Ssekanslama
calismasi bulunmamaktadir. R. simulans’ta bulunma olasilig1 yiiksek olan bu genlere ait
niikleotit dizilimi ¢alisilmadigi i¢in yine bu genlerle ilgili genetik susturma amaciyla bir
calismada yapilamamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada R. simulans ig¢in RNA-seq
transkriptom analizi ile CHS1 genine yonelik molekiiler bir karakterizasyon elde edilmesi

amaclanmustir.



KURAMSAL TEMELLER

Ricania simulans

Ricania simulans’a ait taksonomik siniflandirma su sekildedir:

Alem : Hayvan
Sube : Arthropoda
Altsube : Hexapoda
Simif : Bocek
Takim : Hemiptera

Ust familya : Fulgoroidea

Familya : Ricaniidae
Cins : Ricania
Tiir : Ricania simulans (Walker, 1851)

Tropik ve Palearktik bolgelerde pek ¢ok Ricania tiirii goriilmektedir ve en yaygin
yasadigi yerler Cin, Giircistan, Japonya, Rusya, Giliney Kore, Tayvan ve Ukrayna olarak
belirtilmektedir (Tsaur 2005; Urban and Cryan, 2007). R. simulans’in anavatani Giiney
Asya’dir ve 1900’lerde Rusya’ya 1950’lerde Giircistan’a ve 2006’da Tiirkiye’de Dogu
Karadeniz Bolgesi’ne ozellikle Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu’ya gd¢ etmistir

(Avidzba and Bobokhidze 1982; Demir 2009; Gokturk ve Aksu 2014; Goktiirk vd 2017).

R. simulans’in hayat dongiisii, yumurta evresi, mimf ervresi ve ergin evresi olmak
tizere 3 evreden olugsmaktadir. Yumurta evresinde ergin R. simulans’lar bolgeye gore Agustos
aymin basinda yilda bir kez, bir délde 50 adet yumurta/disi birakmaktadirlar. Renkleri seffaf
beyaz olan yumurtalar genellikle ¢cay, mandalina, asma, kivi ve fasulye gibi bitkilere tek sira
halinde birakilmaktadir (Sekil 2). Agustos ve Haziran aylari arasindaki donemi yumurtalar bu

sekilde bitki lizerinde gegirerek Haziran ayinda nimf evresine gegmektedirler (Alev 2014).



Sekil 2. Ricania simulans’a ait tek sira halinde dizili yumurtalar

Nimf evresine gegen ve ortalama boylari 4 mm olan R. simulans’lar Mayis ay1
sonunda ve Haziran ayi baslarinda ortaya ¢ikmaktadirlar. 5 farkli nimf evresinde iken

viicutlarinin arka kisimlarindaki beyaz tiiyleri kamuflaj amaciyla kullanmaktadirlar (Sekil 3).

Sekil 3. Ricania simulans’a ait nimfler

Temmuz aymnin ortalarinda ergin forma gegen ve boylari ortalama 7-13 mm olan, opak
veya kahverengi desenli {iggen kanatlara sahip R. simulans’lar Agustos ayinin baslarinda
ciftlesme donemini gegirdikten sonra yumurtalarini bitkiye birakirlar ve yaklasik ii¢ ay
canliliklarini siirdiirtirler (Goktiirk vd 2017) (Sekil 4). R. simulans nimf ve ergin evreleri, tim
tarimsal bitkileri, ¢alilar1 ve geng agaglar1 ev sahibi olarak tercih etmektedir ve bu bitkilerin

0z suyuyla beslenmektedir.



Sekil 4. Ricania simulans’a ait erginler
Ricania simulans’in Zarari

R. simulans nimf ve ergin dénemlerinde tarim bitkileri, ¢alilar, gen¢ agaglarin kok,
yaprak, meyve ve dallar {izerine konarak bitki 6z suyunu emerek ve yumurtalarini tek sira
halinde birakarak zarar vermektedir (Goktirk ve Mihli 2016). Trabzon, Rize ve Artvin
illerinde tarimsal faaliyet degerlendirildiginde; findik tiretiminin %10’u, kivi {iretiminin %
61’1 ve ¢ay liretiminin %97’si bu illerde yapilmaktadir (Paksoy ve Memis 2006; Yavuz 2007;
Kontas 2012). Bu ekonomik 6neme sahip bitkiler, meyve agaglari, bu bolgede yetisen diger
bitki tiirlerinin ¢gogunlugu ve 6zellikle Solanum carolinense adli yabanci ot tiirii R. simulans
tarafindan potansiyel tehdit altindadir. Tiirkiye’de Karadeniz Bolgesi’nde yetigen triinlerde
herhangi bir kimyasal miicadele yontemi uygulanmamaktadir (Gokturk ve Aksu 2014). Bu
nedenle oOzellikle Karadeniz Bolgesi’nde yer alan tarim alanlarinda R. simulans’a karsi

kimyasal miicadele yontemi oldukga sinirli kalmaktadir (Torun ve Talug 2005).

R. simulans i¢in en ¢ok 6nerilen kontrol yontemi yumurtlama yapilan ¢it bitkileri, ¢ali
bitkileri ve ¢ok yillik otsu bitkilerin temizlendigi ve biyolojik miicadelelerin uygulandigi

kontrol yontemleridir. Bu alanda ¢esitli calismalar yapilmistir.

Ricania simulans’a Yonelik Miicadele Yontemleri

Giglii vd (2010) tarafindan yapilan ¢alismada entomopatojenik mantar olan
Lecanicillium muscarium’un R. simulans’a kars1 etkinligi laboratuvar ve arazi sartlarinda
arastirtlmistir. Laboratuvar sartlarinda L. muscarium’un 6 izolat1 ¢ay yapraklari iizerine tek
doz (1x107/mL) olarak uygulanmustir. Bir haftalik periyotta L. muscarium kaynakli R.
simulans 6liim oranlar1 %50,95- %74,76 arasinda degismistir. Ortalama 6liimciil siire (LT50)
degerleri ise 2,34-3,90 giin arasindadir. Alan sartlarinda L. muscarium susu Lm4 nimf ve
yetiskin R. simulans’a kars1 kivi meyve agaglarna tek doz (1x107/mL) halinde uygulanmustir.

LT50 degerleri nimf ve yetiskin R. simulans i¢in sirasiyla 4,18 ve 6,49 giin olarak tespit
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edilmistir. Arastirmacilar, calisma sonucunda alan calismalarinda nimflerin yetiskinlere
kiyasla bu mantara karsi daha zayif oldugunu, L. muscarium susu Lm4’iin R. simulans’in

biyolojik kontrolii i¢in ¢evre dostu bir yaklasim olabilecegini 6nermislerdir.

Ak vd (2013) tarafindan yapilan ¢alismada azadirachtin ve spinosad etki maddeli
biyopestisitlerin R. simulans’a kars1 etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismada 2009-2011 yillari
arasinda Hopa (Kemalpasa) ve Rize (Merkez)’de R. simulans’a karsi bu ilaglarin farkli
dozlari, 3 tekerriirlii olacak sekilde degerlendirilmistir. Calismada 60x80 cm boyutlarina sahip
ve i¢inde 20 adet nimf bulunan kafesler, R. simulans ile tanismamis kivi siirgiinlerine
yerlestirilmistir. Daha sonra farkli dozlarda (Azadirachtin igin; 250-300-350-400 ml/100 It;
Spinosad i¢in; 15-20-25-30-35 ml/100 It)) ila¢ uygulamalar1 yapilmistir. 1, 2, 3 ve 7. giin
sonunda kafeslerdeki canli ve Olii nimfler sayilarak istatistiksel analiz yapilmistir.
Aragtirmacilar, calisma sonunda biyopestisitlerden azadirachtin’in en yliksek dozunun
(400ml/1001t) sadece %30 oraninda bir etkiye sahip oldugunu, spinosad’in ise 35 ml/1001t

dozunun %71,2-78,7 oraninda etkili oldugunu belirtmiglerdir.

Kibar vd (2014) tarafindan yapilan caligmada bocek patojeni olan Conidiobolus
coronatus’un, nimf R. simulans’lara karsi laboratuvar ve alan sartlar1 altinda etkisi
arastirtlmistir. Laboratuvarda, C. coronatus’a ait ¢ izolat (Ccl, Cc2, Cc3) farkli dozda
(1x107/mL) ¢ay yapraklar1 iizerine nimf R. simulans’lara kars1 uygulanmistir. 6 giinliik bir
periyottan sonra 6liim oranlar1 %100’e ulagsmistir ve ortalama 6liim zamani degerleri (LT50)
3,19 ile 3,66 giin arasindadir. Alan sartlarinda, C. coronatus susu Cc3 tek doz halinde
(1x107/mL) elma agaglar1 iizerinde nimf R. simulans’lara karsi uygulanmustir. LT50 degeri
alan c¢aligmasinda 4,33 giin olarak tespit edilmistir. Arastirmacilar, ¢alisma sonunda, C.
coronatus susu Cc3’iin Ricania simulans’a karsi potansiyel bir entomopatojenik ajan

olabilecegini 6nermislerdir.

Goktiirk ve Mihli (2015) tarafindan yaymlanan c¢alismada 2013 ve 2014 yillarinda
Artvin 1li, Hopa ilcesi, Kemalpasa beldesinde temmuz ve agustos aylarinda ergin R.
simulans’larin bazi tuzaklar ile toplanmasina yonelik veriler raporlanmistir. Bu tuzaklar,
53.34x4.06 cm ebatlarinda olan 8 adet Huqing marka ¢ift tarafli yapiskan 6zellikli tutkal
alasimli bantlar, 151k tuzagi olarak da huni tabanli mor 151k bulunduran 1 litrelik toplama kabi
olan tuzaklar ve 21:00-06:00 aras1 galistirilan 4 adet 151k tuzagi olarak tasarlanmistir. Tuzaklar
5-6 giinde bir kez toplamda 13 kez kontrol edilmistir ve diisen ve yapisan R. simulans sayilari
Bagimsiz Iki Ornek t-Testi ile degerlendirilmistir. Arastirmacilar, calisma sonucunda 151k

tuzaklarina asilis siiresi boyunca 4-694 adet R. simulans ergini diistiiglinii, yapiskan bantlara



ise 6-33 arast R. simulans yapistigini belirterek 151k tuzaklarinin en azindan bireysel

miicadelede kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Cetin ve Sezen (2016) tarafindan yapilan calismada, R. simulans in bakteriyel biyota
biyolojik miicadele amaciyla arastirilmistir. Calisma dogrultusunda 12 bakteri izolati
hazirlanmistir: Pseudomonas oleovorans (Rsl), Pseudomonas parafulva (Rs2, Rs3 ve Rsb),
Pseudomonas sp. (Rs4, Rs7, Rs9), Pantoea sp. (Rs6), Microbacterium paraoxydans (Rs8),
Bacillus safensis (Rs10), Chryseobacterium indoltheticum (Rsl11) ve Bacillus thuringiensis
(Rs12). Calismada nimf R. simulans’lar iizerine bes farkli doz uygulamas: (1.8x10°
bakteri/mL, 1.8x10° bakteri/mL, 1.8x10" bakteri/mL, 1.8x10® bakteri/mL, 1.8x10°
bakteri/mL) yapilirken ergin R. simulans iizerine {ic farkli doz uygulamasi (1.8x10’
bakteri/mL, 1.8x108 bakteri/mL, 1.8x10° bakteri/mL) yapilmistir. Arastirmacilar, ¢alisma
sonunda 10 giin i¢inde en fazla O6lim oranmnin (%82) nimf R. simulans’larda Rs4
uygulamasiyla elde edildigini ve ergin R. simulans i¢in %80 Olim oranmm Rs10
uygulamasiyla saglandigini rapor etmislerdir. Arastirmacilar, Rs4’iin R. simulans’in biyolojik

kontrolii i¢in potansiyel bir ajan olabilecegini 6nermislerdir.

Goktiirk ve Mihli (2016) tarafindan yapilan galismada R. simulans’a karsi Pyrethrum
(Spruzit Neu) (150mi/100 It, 300 ml/100 It, 600 ml/100 It dozlarda) ve Bacillus
thuringiensis (Dipel DF) (100 g/100 It, 300 g/100 It, 500 g/100 It dozlarda) biyopestisitleri
kullanilmigtir. 2015 yilinda yaz aylarinda Artvin’de nimf ve ergin R. simulans’lara belirtilen
dozlarda yapilan biyopestisit uygulamasinda elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi ve
Duncan testi ile analiz edilmistir. Arastirmacilar, ¢alisma sonunda nimf R. simulans tizerinde
en etkili sonuglarin 100 g/100 1t Dipel DF, 300 g/100 It Dipel DF, 500 g/100 It Dipel DF
(%99 etkinlik orani), ergin R. simulans tizerinde ise en etkili sonuglarin 600 m1/100 It Spruzit
Neu (%96 etki oran1) ve 500gr/100 1t Difel DF (%93 etki orani) ile elde edildigini rapor

etmislerdir.

Goktiirk vd (2017) tarafindan yapilan calismada Achillea biebersteinii Afan.
(Asteraceae), Origanum onites L. (Lamiaceae), Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae), Salvia
pratensis L., (Lamiaceae), Satureja hortensis L. (Lamiaceae) ve Tanacetum balsamita L.
(Asteraceae)’den elde edilen esansiyel yaglar R.simulans’in nimf ve ergin formlarma kars
biyolojik miicadelede denenmistir. Kontrol olarak etanol ve steril su karisimi, pozitif kontrol
olarak Neemazal da kullanilmigtir. Esansiyel yaglar etanol ve su karisiminda
¢cozlindirilmiistiir ve R. simulans tizerine 10, 15 ve 20 uL/petri doz olacak sekilde sprey ile
aktarilmigtir. Arastirmacilar, ¢alisma sonunda 20 plL/petri konsantrasyonunda 96 saatlik bir

maruziyetten sonra, nimf ve ergin R. simulans’in 6liim oranlar sirasiyla% 42,5-74,1 ve %


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-thuringiensis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bacillus-thuringiensis

23,3-50,8 olarak rapor etmislerdir. Ayrica, R. officinalis esansiyel yaginin 0,15, 20 pL/petri
dozlarinin 24, 48, 72 ve 96 saat sonunda nimf R. simulans’ta sirasiyla %8,33, %26,6, %47,5,

%74,1 6liim orani ile en yiiksek etki gosterdigi bildirilmistir.

Goktiirk vd (2018) tarafindan yayinlanan c¢alismada Brevibacillus brevis’in 2 susu
(CP-1, FD-1), Bacillus thuringiensis (FDP-1), Bacillus thuringiensis alt susu Kenyae’nin 2
susu (FDP-8, FDP-42), Bacillus thuringiensis alt susu Kurstakii’nin 2 susu (FDP-41, BAB-
410), Bacillus subtilis (EK-7), Pseudomonas chlororaphis (NEM28), Bacillus sphaericus GC
alt grubu D (FD-49) ve Beauveria bassiana (ET 10) olmak tizere toplamda 10 bakteri susu R.
simulans’a yonelik biyolojik miicadelede denenmistir. Bu biyolojik ajanlar, R. simulans’in
nimf ve ergin formlar1 {izerine sprey ile aktarilmiglardir. Arastirmacilar, ¢alisma sonunda B.
thuringiensis subsp. kenyae, B. brevis ve B. sphaericus GC altgrup D’nin nimf R. simulans
tizerine en etkili biyolojik ajan olduklarini, B. thuringiensis alt susu kurstakii, P. chlororaphi,
B. Brevis’in ergin R. simulans iizerine en etkili biyolojik ajan olduklarmni belirtmiglerdir.
Ayrica aragtirmacilar, kontrollii sartlar altinda, 6lim oranlarinin nimf uygulamalarinda %
19,58-% 42,08 oraninda ergin uygulamalarinda ise %6-18 oraninda degistigini rapor
etmislerdir.

Kitin

Yunanca “kiton” kelimesinden tiiretilen ve zirh anlamina gelen kitin ilk olarak Charles
Hatchett tarafindan 1799°da deniz hayvanlarimin kabuklar1 iizerinde yaptig1 deneyler
sirasinda, bocek kiitikiiliindeki "olagan kimyasala 6zellikle direngli bir materyalin" varlig ile
ifade edilerek kesfedilmistir (Hatchett 1799; Crini 2019). 1811°de kitin, Henri Braconnot
tarafindan mantarlarin su, alkol ve seyreltik alkali fongin/fungin ile ekstraksiyonundan sonra
kalan ¢6ziinmez kalint1 olarak ifade edilmistir (Braconnot 1811a, 1811b; Crini, 2019). Daha
sonra kitin Odier tarafindan 1823’te Cockchafer elytra’nin potasyum hidroksit
uygulamasindan sonra elde edilen boynuzsu bir materyal olarak raporlanmistir (Odier 1823;

Crini 2019). Kitin ilk olarak Braconnot tarafindan “fongine” daha sonra Odier tarafindan

“chitine” olarak isimlendirilmistir (Braconnot 1811a; Odier 1823; Crini 2019).

Kitin (B- (1-4) -poly-N-asetil-D-glukozamin) diinyadaki tiim canli organizmalarin %
70'inden fazlasinda bulunabilen biyolojik olarak 6nemli bir biyopolimerdir ve seliilozdan
sonra en bol bulunan ikinci polisakkarittir (Kaya vd 2017). Kitin nétral pH sartlarinda zayif
¢oziinlirliige sahip olmakla birlikte toksik olmayan, hidrofobik, biyobozunur ve biyouyumlu
polimerdir (Esteban et al. 2000; Cuesta et al. 2003; Jung and Park 2014; Seyyar 2018). Kitin,
kimyasal 6zelliklerinden dolay1 gida endiistrisinde enzim immobilizasyonu, aljinat varliginda

antikor immobilizasyonu, yara sargisi, anti kanser ajan, doku miihendisligi, kanser tanilari
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gibi birgok biyoteknolojik uygulamada kullanilmaktadir (Jayakumar et al. 2010; Zdarta et al.
2015; Badwan et al. 2015; Azuma et al. 2015a; 2015b). Dogada sirali makrofibriller halinde
bulunan kitin, kabuklular, yengecler, karidesler, boceklerin dis iskeletlerinde, beslenme
kanali, trakeal sistem, genital kanallar ve ¢esitli dermal bezlerin kanallarinda, nematodlarin
yumurta kabuklarinda, ayrica bakteri ve funguslarin hiicre duvarlarinda bulunan ana yapisal
bileseni olusturmaktadir (Ayyaru and Venkatesan 2006; Lee et al. 2008; Brodaczewska et al.
2015). Kitin, bu canlilarda sert (olumsuz) gevre sartlarindan koruma ya da anti parazit ve anti
patojen immun tepkisinin gosterilmesi gibi islevlere sahiptir (Lee et al. 2008, Elieh Ali Komi
et al. 2018).

Kitin polimerleri kitin sentaz tarafindan hiicre i¢inde sentezlenmektedir, daha sonra
plazma membranina tasindiktan sonra kati1 kristal formlari i¢in birlesmektedir ve son olarak
organizmalarin kitin kisimlar1 sekillenmektedir (Cohen 2001; Elieh Ali Komi et al. 2018).
Kitin, mikrofibrillerin farkli doniisiimlerinden kaynakli olarak oa-kitin (en iyi karakterize
edilen), B-kitin, ve y-kitin (mantarlarda bulunur) seklinde {i¢ polimerik forma sahiptir (Elich
Ali Komi and Hamblin 2016). Eklem bacaklilar, yengeg, 1stakoz ve karides izole edilen a-
kitin, dogada en ¢ok bulunan ve en iyi karakterize edilen polimerik katmanlar1 anti paralel
sekilde konumlanan kristal kitin formudur. Miirekkep baligindan izole edilen B-kitin, daha az
bilinen, monoklinik kristal yapida olan, molekiil i¢i kuvvetleri zayif olan, hidrojen bagi
icermeyen paralel yapida konumlanan kristal kitin formudur. Kiif ve mayalardan elde edilen
y-kitin, iki paralel bir anti paralel zincir halinde konumlanmig kristal kitin formudur (Atasever
2019)

Kitin Sentezi

Kitin, fibriler yap1 iskelesi olarak hareket eden yaklasik 20 tek seker zincirinin s6zde
kristal mikrofibrillerini olusturan B-(1-4)-poly-N-asetil-D-glukozamin polimeridir (Sekil 5).
Kitin, B- glikosiltransferazlar ailesine ait bir integral membran proteini olan kitin sentaz (EC
2.4.1.16) tarafindan UDP- N- asetilglukozamin (UDP- GlcNAc) onciileri kullanilarak
sentezlenmektedir (Merzendorfer 2006). Okaryotlarda kitin sentezi, dort enzimatik reaksiyon
iceren bir dizide UDP- GIcNAc, fruktoz 6 fosfattan sentezlenmektedir. Glukozamin 6 fosfat
sentaz (EC 2.6.1.16) enzimi ile Fruktoz 6 fosfat, Glukozamin 6 fosfat’a doniistiiriilmektedir.
GIcNAc-6-fosfat elde etmek igin bir asetiltransferaz (EC 2.3.1.4) araciligiyla asetil-koenzim
A’dan bir asetil grup transferi yapilmaktadir. Fosfoasetilglukozaminmutaz (EC 5.4.2.3)
tarafindan katalize edilen GIcNAc- 1- fosfat izomerizasyonu ve UDP -  GIcNAc
pirofosforilaz (EC 2.7.7.23) tarafindan UDP- GIcNAc ile sonuglanan GIcNAc-1-fosfatin

tiridilasyonu yapilmaktadir. Bununla birlikte kitin sentezindeki seker parcasinin UDP-
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GIcNAc'den biiyiiyen seker zincirinin indirgenmeyen ucuna aktarilmasi seklindeki Kilit
reaksiyon, Kitin sentaz tarafindan katalizlenmektedir (Merzendofer 2013).

Hiicre geperi ve kitin halkasi:
Chs3, septin
Bni4, Chsd
Gle7

Birincil Septum:
Chs2, septin,
Inn1, Hof1, Cyk3

Hiper ug Ktikdl

Kitin

COPIl OO

vezikiillel

Hiicre zan

Huicre zan

\ Hiicre ¢eperi /
A B
Sekil 5. Kitin olusum agamalari

Achiicre i¢i olusum B: hiicre membranina tasinmasi C:Hiicre membraninda yapinin sekillenmesi

HOH,C

Sekil 6. Kitin yapisi (Caglar 2005; Chaudhary et al. 2013)
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Glikojen
UDP Glikoz-1-

pirofosforilaz

UTP- Gllkoz

Glikojen fosforilaz

Gllkoz 1-fosfat

Fosfoglukomutaz

_

Trehaloz- 6-fosfat Glikoz-6-fosfat

T-6-P T-6-P sentaz
Fosfataz /;(sokmaz
Gikoz
Trehaloz _’Trehalaz

Fruktoz-6 fosfat

Gulutamin
Gulutamin-fruktoz-6-
Gulutamin Asit P-aminotransferaz

Glukozamin-6-fosfat

Asetil CoA
Glukosamin-6-P-N
CoA asetiltransferaz

N-asetilglukosamin 6-P
Fosfo-N-asetil
glukosamin mutaz

Kiti N- aset||g|ukozam|n ﬁN asehlglukosamln 1-P

Kitin Enzimleri UDP-N-
Asetilglukozam
pirofosforilaz

UDP-N-asetilglukosamin

l Kitin sentaz

Kitin ( N-asetilglukosamin)

Glukoz-6-izomeraz

Y —

Sekil 7. Kitin sentezi (Caglar 2005)

Kitin Sentaz Enzimi

Kitin sentezleyen her organizmada bulunan, olduk¢a korunmus ve glikosiltransferaz

enzim ailesine mensup bir enzim olan kitin sentaz (UDP-N-asetil-d-glukozamin: kitin 4-f3-N-

asetilglukozamin transferaz, EC 2.4.1.16) bocek kiitikiillerinde, mantarlarin plazma zarlarinda

ve kitozom (chitosome) adi verilen 6zel trans-golgi vezikiillerinin zarlarinda bulunan bir

membran i¢i proteinidir (Tellam and Eisemann 2000; Merzefonder and Zimoch 2003;

Merzendorfer 2013; Ullah et al. 2020).

Kitin sentazin katalitik kismi, niikleotid, sakkarit ve iirlin baglanma (ki bu bolge kitin

sentaz motifi QRRRW igermektedir) i¢in korunmus bolgeler icermektedir ve bu kismin
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sitoplazmaya doniik oldugu tahmin edilmektedir (Merzefonder, 2006; 2013) (Sekil 8). Bu
enzim sadece Mg*2, Mn*2 ve Ca*? gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda aktif olmaktadir.

NTR CcD CTR
QRRRW\ 5-TMS /WGTR
A
12345
/ Coiled coil
B WT: N-LLYFLSIPCMYLLLMIYSIVN-C
EtoxR: N-LLYFLSFPCMYLLLMIYSIVN~C
Pro Leu
Leu
€ me @ 12 Leu
15 s
Phedld /- L
Tyr 1 \\\ ° Cys
\ .
ser @\ i2h Leu
’lle ¢ a \ >7s é B Lew
ha Len =
Phe g © w o
T Me

polar/uncharged nonpolar

Sekil 8. Tetranychus urticae’de Kitin sentaz

1; A: Dikey cubuklar transmembran heliksleri gostermektedir. Oklar kitin sentaz imzalar1 olan QRRRW ve
WGTR'yi ve tahmini bir sarmal bobin motifini (mavi) gostermektedir. NTR; N-terminal bolgesi, CD; katalitik
alan, CTR; C-terminal bolgesi, 5-TMS; bes transmembran sarmalin transmembran segmenti. B: Yabani tip ve
etoksazole direngli T. urticae suslarinda 5-TMS kiimesindeki 5. sarmalin amino asit dizileri. C: 5-TMS
kiimesinin 5. sarmalinin sarmal tekerlek modeli (Merzendorfer, 2013).

Kitin Sentaz 1 Geni

Kitin sentaz enzimleri, kitin sentaz 1 (CHS-1) ve kitin sentaz 2 (CHS-2) geni olmak
tizere iki gen tarafindan kodlanmaktadir (Kumar et al. 2008). CHS1 geni, kiitikiilde ve trakeal
hiicrelerde kitin iiretimini katalizlemek i¢in gerekli olan enzimleri kodlayan epidermal
hiicrelerde eksprese olmakta iken CHS 2 geni, bocek orta bagirsaginda kitin iiretimi i¢in
enzimleri diizenleyen peritrofik membranda ifade olmaktadir (Zimoch and Merzefonder 2003;
Zimoch et al. 2005; Moreira et al. 2007; Arakane et al. 2008; Mansur et al. 2014; Souza-
Ferreira et al. 2014). Bu genler bocek biiyliime ve gelismesi boyunca farkli sekilde ifade edilir
ve diizenlenirler (Wang et al. 2012).

Bocek CHS-1 geninin, CHS1a ve CHS1b seklinde iki alternatif splayz varyant iiretimi
ile sonuglanan alternatif ekzon icerdigi belirtilmistir. Iki varyant, su ana kadar incelenen tiim
bdceklerde 59 amino asit kalintisini kodlayan 177 baz ¢ifti olan bir bolgede farklidir (Shirk et
al. 2015; Zhu et al. 2016; Wang et al. 2019). Bununla birlikte, CHS 2 geni igin alternatif
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splayz varyantlarina dair bir rapor su ana kadar bulunmamaktadir (Zhang et al. 2010; Wang et
al. 2012; Yang et al. 2013; Wang et al. 2019).

CHS-1 geni kiitikiilde ifade oldugundan dolay1 birgok bocekte bulunmaktadir ancak
peritrofik membranda ifade olan CHS-2 geni bazi1 boceklerde 6zellikle Hemiptera’larda
peritrofik membran eksikliginden dolay1 daha az bocekte bulunmaktadir (Bansal et al. 2012;
Wang et al. 2012; Shang et al. 2016; Zhao et al. 2018; Ullah et al. 2020). Bu nedenle Kitin
biyosentezinin baskilanmasi igin CHS-1 geni RNAi (RNA interference; RNA susturma)
tabanli bocek kontrolii igin anahtar aday gendir (Wang et al. 2019).

Bu sonuglar, CHS genlerinin hayatta kalma, ekdiz, dogurganlik ve yumurtadan ¢ikma
icin gerekli oldugunu gostermistir. Ozetlemek gerekirse, kitin biyosentezi, bocek biiyiimesi ve
gelisimi i¢in ¢cok onemlidir ve kitin biyosentezine katilan CHS enzimleri, bocek zararlilarinin

kontrolii i¢in yeni stratejilerin tasarimi i¢cin umut verici hedeflerdir.

Transkriptom (RNA-seq)

RNA molekiilleri, tiim canli hiicrelerin temel bilesenleridir. Belirli bir kosul altinda
belirli bir hiicrede bulunan her bir RNA molekiiliiniin kimligini ve miktarmn1 anlamak, RNA
arastirmalarinin nihai amacidir. RNA hakkinda bildiklerimizin ¢ogu, az sayida spesifik
molekiiliin analiz edildigi biyokimyasal yontemlerin kullanildigi ¢aligmalardan gelmektedir.
RNA dizilerinin genis Olcekte analiz edilmesini saglayan yiiksek verimli yaklagimlar
1990’larin basinda ortaya ¢ikmistir. Adams et al. (1992) tarafindan gelistirilen ifade edilmis
sekans etiketi (expressed sequence tag: EST) yontemi, tamamlayict DNA (cDNA) klonlarini
kismen dizileyerek gen ifadesini incelemektedir ve bu ifadeye karsilik gelen RNA’larin hem
sekansini hem de miktarini ortaya ¢ikarmaktadir (Adams et al. 1992; Hrdlickova et al. 2017).
EST verileri, 1990’larda genomlardaki yeni genlerin tanimlanmasinda ¢ok onemli bir rol
oynamugtir. Bununla birlikte, yontemin yiiksek sekanslama maliyeti, ifade analizinde
kullaniminmi smirlandirmistir. Ayrica bu verilerin biiyiik 6l¢iide yari-kantitatif olduguna dair
ciddi goriisler bulunmaktadir. Velculescu et al. (1995) tarafindan gelistirilen Gen Ifadesinin
Seri Analizi (Serial Analysis of Gene Expression: SAGE) yontemi ile cDNA basina yalnizca
kisa bir etiket bolgesinin siralamasi sayesinde, gen basina esasmna gore ifade analizinin
maliyeti 6nemli Ol¢lide distiriilmiistir (Velculescu et al. 1995; Hrdlickova et al. 2017).
1990’larin ortalarinda DNA mikrodizi teknolojisinin ortaya ¢ikmast biiyiik 6lgekli caligmalar
icin daha uygun fiyatta olmasi1 gibi avantajlar1 sayesinde gen ifade analizleri i¢in kullanilan
EST ve SAGE yontemlerinin geride kalmasini saglamistir (Schena et al. 1995; Lockhart et al.
1996; Hrdlickova et al. 2017). Gen ifadelerinin DNA mikrodizi analizleri, transkriptlerden

tiiretilen floresan etiketli hedeflerin, baski veya yerinde sentez yoluyla kati bir yiizeye
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tutturulmus problara hibridizasyonuna dayanmaktadir. Ancak, yontem genom c¢apinda
transkriptlerin aragtirilmasini saglarken, mikrodizi proplarin tasarlanmasi i¢in bir oncii sekans
bilgisinin veya referans genomlarin/transkriptlerin mevcut olmasi gerekliligi ve capraz
hibridizasyon ve arka plan sinyallerinin siklikla baz1 genler i¢in diisiik spesifiklige veya diistik

hassasiyete yol a¢masi bu teknolojinin gelistirilmesini ve uygulanmasini simirlamistir

(Hrdlickova et al. 2017).

2000’11 yillarin bagslarinda yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing: NGS)
olarak da bilinen biiyilk miktarda paralel sekanslama (dizileme) yontemi ortaya ¢ikmuistir.
Kisa siirede biiylik miktarda veriyi elde etme avantajindan dolay1 biyoloji ve tip alanlarinda
devrim niteliginde 6vgii alan yeni nesil dizileme yontemi RNA arastirmalarini da hizla
gelistirmistir. RNA dizileme (RNA-seq) artik gen ifadesini incelemek ve yeni RNA tiirlerini
tamimlamak igin tercih edilen yontemdir (Nookaew et al. 2012; Adiconis et al. 2013; Li et al.
2014; Han et al. 2015).

Transkriptom, hem tip hem de miktar agisindan bir hiicredeki tiim transkriptler
kiimesidir (Yamada et al. 2003; Bertone et al. 2004; David et al. 2006). RNA-seq, yiiksek
verimli DNA sekanslama teknolojileri kullanilarak tamamlayict DNA’nin (cDNA) dogrudan
(direkt olarak) sekanslanmasini ve sekanslama haritasini takiben genom okumasini
icermektedir. RNA-seq, eksonlarin ve intronlarin tamimlanmasinda, sinirlarinin
haritalanmasinda, genlerin 5’ ve 3’ uclarinin tanimlanmasina izin vermesi bakimindan
oOkaryotik karmasiklig1 konusunda simdiye kadar miimkiin olandan daha kapsamli bir anlay1s
saglamaktadir. Ayn1 zamanda RNA-seq transkripsiyon baslangi¢ alanlarinin tanimlanmasina,
yeni splayz varyantlarmin tanimlanmasina, allel ifadesinin izlenmesine, ekzon ifadesinin ve
splayz varyantlarinin net bir sekilde sayisal dl¢limiine de izin vermektedir (Cloonan et al.
2008; Marguerat et al. 2008; Morin et al. 2008; Mortazavi et al. 2008; Nagalakshmi et al.
2008; Shendure 2008; Wilhelm et al. 2008; Wang et al. 2009; Tsuchihara et al. 2009;
Nagalakshmi et al. 2010).

Diger teknolojilerle kiyaslandiginda, RNA-seq cok yiiksek bir sinyal-giiriiltii oran1 ve
cok genis bir dinamik aralik saglamaktadir. RNA-seq aynt zamanda biyolojik ve teknik
kopyalar arasinda yiiksek bir korelasyon saglayarak ¢ok-tekrarlanabilir 6zelliktedir (Cloonan
et al. 2008; Mortazavi et al. 2008; Nagalakshmi et al. 2008; Nagalakshmi et al. 2010).
Yeterince sekanslanmis ve haritalanmis okunmalarla birlikte, hiicre bagina 1 ila 10 RNA
molekiilii bollugunda bulunan nadir ancak fizyolojik olarak alakali olan transkript tiirleri dahi
tespit edilebilmektedir ve olgiilebilmektedir (Mortazavi et al. 2008). Bu nedenlerden dolayz,

RNA-seq, transkriptomun yapisini tek baz cifti ¢oziiniirliikte analiz etmek, genomu agiklamak
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ve genom Ol¢eginde gen ifadesini 6lgmek igin giiglii bir yaklasimdir (Nagalakshmi et al.
2010).

RNA-seq, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Mus musculus,
Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster,
Bacillus halodurans dahil olmak {izere bir¢ok organizmada basariyla kullanilmistir
(Nagalakshmi et al. 2008; Wilhelm et al. 2008; Cloonan et al. 2008; Mortazavi et al. 2008;
Marioni et al. 2008; Lister et al. 2008; LaDeana et al. 2009).

Boceklerde Kitin Sentaz 1 Genine Yonelik Molekiiler Karakterizasyon Cahsmalari

Bolognesi et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Spodoptera frugiperda ‘da kitin
sentaz geni i¢in klonlama ¢alismasi yapilmistir. Birkag transmembran segmenti igeren 1523
amino asit bir proteini kodlayan tiim cDNA sekansi (4,6 kb) elde edilmistir. Bu veriler

AY 525599 erisim numarasi ile GenBank veritabaninda sunulmaktadir.

Wang et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada Laodelphax striatellus ve Nilaparvata
lugens’te kitin sentaz 1 genleri klonlanmistir. L. striatellus'’daki CHS1’e ait cDNA sekansi
5084 bp’dir ve 4722 bp’lik bir a¢ik okuma g¢ergevesi (ORF) ile tahmini molekiil agirligr 180.8
kDa olan 1573 amino asit kalint1 peptidini kodlama potansiyeline sahiptir. Herhangi bir sinyal
peptidi  O6ngoriilmemistir. N. lugens'deki CHS1’in ORF’si 4737 bp uzunlugundadir ve
muhtemel molekiil agirligi 181 kDa olan 1578 amino asit kalinti peptidini kodlama

potansiyeline sahiptir.

Yang et al. (2013) tarafindan yapilan galigmada Bactrocera dorsalis’de kitin sentaz 1
geni ve bu genin iki varyantina yonelik klonlama g¢aligmasi yapilmistir. Tam uzunluklu
cDNA, 1592 amino asit kalintisindan olusan proteini kodlayan 4776 bt’lik ORF’ye sahip
5,552 nt’ten olusmaktadir. cDNA, baslangi¢c kodonunun (ATG) 685 nt akis yukarisinda yer
alan 5’ kodlanmayan bolgeyi (untranslated region (UTR) ve bir poli (A) kuyrugunda biten 88
nt'lik 3" UTR'yi igermektedir. Tahmini molekiiler agirligi 180.7 kDa ve izoelektrik noktasi
6,50 olan siyal peptidi olmayan amino asit dizisi elde edilmistir. Ayrica bu ¢alismada 3 alan
Ongoriilmiistiir: 10 transmembran sarmalll bir N-terminal alan1 (A alan1), EDR ve QRRRW
olmak iizere iki motifli, yliksek oranda korunmus bir merkezi bolge (B bolgesi) ve ilave yedi
transmembran sarmal igeren bir C-terminal bolgesi (C bolgesi). Yine bu ¢alismada, 21, 911,
955 ve 1311 nt konumlarindaki dort potansiyel N-glikosilasyon bolgesi (N-X-S/T), EXPASy

Proteomics web sitesinden NetNGLyc 1.0 yazilimi1 kullanilarak tahmin edilmistir.

Shang et al. (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada Toxoptera citricida’da kitin sentaz

geni klonlanmigtir. Tam uzunluk dogrulama deneyleri kitin sentaz geninin cDNA dizisinin
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tahmin edilen molekiler kiitlesi 175,0 kDa ve izoelektirik noktas1 6,31 olan 1567 amino asit
kalintisin1 kodlayan 4704 bp’lik bir ORF icerdigi gosterilmistir. Kitin sentaz genlerinde 3 alan
tahini yapilmigtir: dokuz transmembran sarmalli bir N-terminal bolgesi (A bolgesi), EDR
(863-865) ve QRRRW (900-904) olmak tiizere iki motifli yiiksek oranda korunmus bir
merkezi alan igerdigi varsayilan katalitik bolge (B bolgesi), ilave yedi transmembran sarmali
iceren bir C terminal bolgesi (C bolgesi). Ayrica, bu ¢aligmada NetNGLyc 1.0 yazilimi
kullanilarak 12 N-glikosilasyon bdlgesi tahmini yapilmistir.

Wang et al. (2019) tarfindan yapilan ¢alismada Sogatella furcifera’de kitin sentaz 1
geni ve bu gene ait 2 varyant klonlanmustir. iki varyantin (CHS1a ve CHS1b) 1572 amino asit
kodlayan 4719 bp ORF iceren cDNA uzunluklar1 6408 bp’dir. Elde edilen cDNA'lar 283 bp
ve 1406 bp arasinda 5' ve 3' kodlamayan bolgelere sahiptir. Iki varyant, 4115 ve 4291 bp
arasindaki cDNA dizisinde ayni pozisyonda meydana gelmektedir ve 59 amino asiti kodlayan

ancak amino asit seviyesinde %74,6 6zdeslik gosteren 177 niikleotitten olusmaktadir.

Shao et al. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada Glyphodes pyloalis Walker’da kitin
sentaz genleri (kitin sentaz A ve kitin sentaz B) klonlama calismasi yapilmistir. NCBI
GenBank veri tabanina kitin sentaz A geni verileri MN915086 ve kitin sentaz B geni
MN915087 erisim numaralariyla kayit edilmistir. Kitin sentaz A geninin tam uzunlugu 5955
bp'dir ve tahmin edilen molekiil kiitlesi 178.52 kDa ve izoelektrik noktasi 6.54 olan 1564
amino asit proteinini kodlayan 4695 bp’lik bir ORF bdlgesi i¢ermektedir. Kitin sentaz B
geninin tam uzunlugu 5896 bp’dir ve tahmin edilen molekiil kiitlesi 174.99 kDa ve izoelektrik
noktast 6.27 olan 1529 amino asit proteinini kodlayan 4590 bp'lik bir ORF bdlgesi

icermektedir.
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Kullanilan Kimyasallar

MATERYAL VE METOT

Tablo 1. Tez Dahilinde Kullanilan Kimyasallar ve Kitler

KIMYASAL ADI

TEMIN EDILEN SIRKET

Trizol Plus RNA Purification Kit

Mops Bioperformance Certified, Cell Culture Tested,99

Formamide
miSCRIPT II RT Kit
Beta-actin Antibody(C4)

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master MIX(2X)

Primer
Merkaptoetanol
Etil Alkol
Sodyum Asetat

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit)

NaOH

Agarose

Gel Loading Dye Blue (6X)
1 Kb DNA Ladder
Ethidium bromide
Formamide

TE Buffer

Thermo
Sigma
Merck
Qiagen
Santra Cruz
Thermo
Oligomer
Sigma
Isolab
Merck
ZAG Kimya
Merck
Sigma
Biolabs
GeneDirex
Sigma
Merck
Invitrogen

Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

Tablo 2. Tez Dahilinde Kullanilan Materyal ve Cihazlar

MATERYAL VE CIHAZLAR MARKA
Etiiv Memmert
Buzdolabi+4°C Argelik
Derin Dondurucu -20 °C Ugur
Derin Dondurucu -80 °C Esco
Elektroforez Biometra
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Biometra
Isitmali Manyetik Karistirici Heidoph
pH Metre Ohaus
Ceker Ocak Labcaire
Real Time PCR Qiagen
Doku Pargalayict Qiagen
Vortex Wisemiks
Hassas Terazi Shimadzu
Manyetik Karistirict Wisestir
Su Banyosu Wise Circu
PCR Bioer

Mini Santrifiij Lab-Met
Elektronik UV Goriintiilleme Ultra Lum Inc
Buz Makinesi Scotsman
Saf Su Cihazi GFL2001/2
Otoklav Wiseclave
Mikrodalga Firin Arcelik
Aura PCR Kabini Bioair
Pipetler Eppendorf
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Tablo 2. (Devami)

Pipet uglar

Mikrosantrifiij Tiipii (2 ML /1.5 ML)
PCR Tiipii

Strip Tiip

Saklama Kutusu

Isolab
Isolab
Isolab
Qriagen
Isolab

Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanisi

Tablo 3. Tez Dahilinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

COZELTI ADI

ICERIK

Lizis Tamponu % 1- Merkaptoetanol

20 X mops
1 X mops

Mops jel

10X TBE tamponu

0,5X TBE tamponu

Primerlerin Hazirlanmasi

% 1.8’lik agaroz
% 1’lik agaroz
%70’lik Etil Alkol
DEPC H20

RNA izolasnunuda kullanilmak iizere 1mL Lizis buffer
izerine 10pL Merkaptoetanol eklenerek hazirlandi.

10 mL 20 X MOPS
190 mL DEPC H20 ile seyreltildi.

0.7 gr AGAROZ

4.38 mL 20X MOPS

66.5 mL DEPC H20

15.6 mL FORMAMID

Mikrodalga’da kaynatildi ve musluk altinda sogutuldu.
12.8 mL Et Br eklendi.

700 mL distile su igerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit
ve 40 mL 0,5 M EDTA ¢oziilmiistiir. Toplam hacim 1000
mL’ye tamamlanmis ve otoklavlanmstir.

(50 mL 10X TBE Tamponu + 950 mL saf su) 0,5X TBE
tamponu hazirlanmistir.

Kullanilan primerler firmanin 6nerdigi miktarda
sulandirilarak stok soliisyonu, daha sonra da uygun
hesaplamalar ile 1 uM olacak sekilde ¢aligma soliisyonlari
hazirlanmustir.

1.8 g agarose tartild1 100 mL saf su ile ¢6ziildii.
1 g agarose tartild1 100 mL saf su ile ¢oziildii.
30 mL saf su iizerine 70 mL etil alkol eklenerek hazirlandi.

0.1 mL DEPC 100 mL suya eklendi ve alt iist edildi. 37 °C’
de 12 saat bekletildikten sonra 15 dakika otoklav yapilarak
kullanima hazir hale getirildi.

Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullanilan canli materyalin (Ricania simulans) yumurta formu Rize’de
Recep Tayyip Erdogan Universitesi bahgesinden, nimf ve ergin formlar1 ise Artvin’den temin
edilmistir. Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii, Entomoloji Anabilim

dali 6gretim iyelerinden Prof. Dr. Erol YILDIRIM tarafindan canlimin R. simulans oldugu

19



dogrulanmistir. Bu organizma i¢in yapilan bu tezde etik kurul belgesine gerek

duyulmamaktadir.

Orneklerin Cahsmaya Hazirlanmasi

Rize’den alinan yumurtalar ve Artvin’den canli olarak getirilen nimf ve ergin formlar
ependorf tiiplerine alinmistir. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii’nden temin
edilen s1v1 azot ile bu drnekler dondurulmustur. Ornekler daha sonra ¢alismada kullanilmak

tizere -80°C’de muhafaza edilmistir.

Toplam RNA izolasyonu

Orneklerden toplam RNA izolasyonu TRIzol® Plus RNA Saflastirma Kiti (Katolog
No: 12183555) kullanilarak steril kabin igerisinde yapilmistir. Islem basamaklari kit
protokoliine gore asagida verildigi sekilde takip edilmistir:

1. Orneklerin parcalanmasi ve fazlarm ayrilmasi: Orneklerin 20-100 mg doku kiitlesi
icin 1 mL TRIzol™® ilave edilmistir ve bir homojenizatér kullanilarak
homojenizasyon islemi yapilmistir. Niikleoprotein kompleksinin tamamen ayrigmasi
icin 5 dk boyunca inkiibe edildikten sonra lizis i¢in kullanilan 1 mL TRIzol™®
reaktifi bagina 0,2 mL kloroform eklenmistir ve ependorf tiipli kapatilmistir. 2-3 dk
inkiibasyon siiresinden sonra ornekler 15 dk i¢in 12,000 x g, 4°C kosullarinda
santrifiij edilmistir. Karisim en altta kirmizi fenol-kloroform, ara faz ve en iistte
renksiz sulu faz olacak sekilde ayrilmistir. RNA’y1 igeren renksiz sulu fazin yaklagik
600 pL’si yeni bir tiipe aktarilmistir. Tiipe esit hacimde %70 etanol eklenmistir ve
vortekslenmistir.

2. RNA’nin membrana baglanmasi: 700 pL 6rnek bir spin kartusuna (toplama tiipii ile
birlikte) aktarilmistir ve 12,000xg'da 15 sn boyunca santrifiijlenmistir. Toplama
tiipiinde gecen akit atilarak spin kartusu tekrar ayni toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Tiim 6rnek islenene kadar bu adimlar tekrarlanmistir.

3. Membran iizerindeki RNA’nin yikanmasi: 700 uL Yikama Tamponu I (Wash Buffer
[) spin kartusuna eklenmistir ve 12,000 x g'de 15 sn boyunca santrifiijlenmistir.
Toplama tiiplinde gecen siipernatant atilarak spin kartusu tekrar ayni toplama tiipiine
yerlestirilmistir. 500 pL Yikama Tamponu II (Wash Buffer II) spin kartusuna ilave
edilmistir ve 12,000 x g'de 15 sn boyunca santrifiijlenmistir. Toplama tiiplinde gecen
slipernatant atilarak spin kartusu tekrar ayni toplama tiipline yerlestirilmistir. Tiim
ornek islenene kadar bu adimlar (Yikama Tamponu II kullanimindan itibaren)

tekrarlanmistir.
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4.  RNA’nin ayristirilmasi: Membrani kurutmak igin 12,000 x g’de 1 dk santrifiij islemi
yapilmistir. Toplama tiipli atilarak spin kartusu baska bir geri kazanim tiipii i¢ine
konulmustur. Spin kartusun ortasina gelecek sekilde 30 pL-3 % 100 pL ( her bir 100
uL ile 3 ardisik eliisyon) RNase icermeyen su ilave edilmistir. 1 dk inkiibe
edildikten sonra 12,000 x g'de 2 dk boyunca santrifiij islemi yapilmistir. Spin kartus
atilmistir. Geri kazanim tiipii icerisinde saflagtirilmig RNA elde edilmistir. RNA -80

°C’de muhafa edilmistir.

Toplam RNA’min Kantitatif ve Kalitatif Analizi

Toplam RNA’nin nanodrop dlgiimleri Dogu Anadolu ileri Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (DAYTAM) yer alan Cift Isinli Spektrofotometre/Thermo Electron

Corporation Nicolet Evolution 100 ile 6lgtilmiistiir.

Toplam RNA’nin elektroforezde yiirlitme islemleri igin asagidaki ¢ozeltiler

hazirlanmastir:

1. 20xMOPS Cozeltisi: 41.9 gr MOPS, 6.8 gr sodyum asetat, 2.6 gr EDTA, 15 mL
DEPC H»O kullanilarak ¢ozelti hazirlanmistir. NaOH ile pH 7.0’a ayarlama
yapilmistir.

2. IxMOPS Cozeltisi: 20xMOPS ¢ozeltisinden 10 mL alinarak 190 mL. DEPC H20

kullanilarak yapilmistir ve yiiriitme tamponu olarak kullanilmistir.

Elektroforez islemi i¢in jel hazirlig1 i¢in 0,7 gr agaroz, 4,38 mL 20X MOPS, 66,5 mL
DEPC’li su, 15,6 ml formamid mikrodalgada isitilmistir ve musluk altinda sogutulmustur.
12,8 mL Etidyum Bromiir (EtBr) ilave edildikten sonra jel dokiilmistir ve donmasi
beklenmistir. Bu esnada etiiv 65 °C’ye ayarlanmistir. PCR tiiplerine 0,5 mL MOPS, 5 mL
formamid, 1 mL RNA 06rnegi eklenmistir ve vortekslenmistir. 15 dk boyunca etiivde
bekletilmistir. Jel elektroforej kiivetine yerlestirilmistir. Ornekler boyanarak kuyulara

aktartlmistir. 90 V’da 30 dk yuriitilmiistiir ve degerlendirmesi yapilmistir.

Toplam RNA’dan cDNA Eldesi

RNA o6rnekleri miScript 11 RT Kit (Katolog No: 218193) ile steril kabin icerisinde

calistimustir. islem basamaklari kit protokoliine gore asagida verildigi sekilde uygulanmistir:

1. RNA’lar1 cDNA’ya ¢evirmek i¢in kullanilan kit igersindeki bufferlardan 5X miScript
HiSpec Buffer se¢ilmis ve ¢ozeltiler buz {izerinde ¢oziindiikten sonra c¢aligmaya
baslanmistir. Bozulma riskini en aza indirmek i¢in tiim reaksiyonlar buz iizerinde

gerceklestirilmistir. Kit igerisinde enzim bulundugu i¢in tiiplere hafifge vurularak
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karismas1 sagladiktan sonra tiiplerin kenarlarinda kalan sivilar1 toplamak amaciyla
kisa santrifiij yapilarak ¢ozeltiler tekrar buz iizerine alinmistir.

2. Kit protokoliine uygun olarak calisma solusyonu hazirlanmistir. Tablo 4°te belirtilen
miktarlara gore calisma soliisyonu hazirlandiktan sonra her bir 6rnek igin toplam

hacim RNase-free water ile 20uL’ye tamamlanmustir.

Tablo 4. cDNA Eldesi I¢in Hazirlanan Calisma Soliisyon Karigimi

5X miScript HiSpec Buffer 4uL
10X miScriot Nucleus Mix 2ul
miScript Reverse Transcriptase Mix 2ul
Template RNA 1uL
RNase-free Water 11uL
Toplam Reaksiyon Hacmi 20uL

Hazirlanan 6rnekler Reverse Transcriptase PCR yapilarak CDNA’lar olusturulmustur.
RT-PCR sartlar1 su sekildedir: Birinci asama: 37,0°C 60 dk, ikinci agamada 95,0°C 5 dk,
ticlincii asamada ise 4,0°C o) islem baslatilmistir. Elde edilen cDNA ornekleri ¢alismanin

yapilacag giine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

cDNA Orneklerinin Kantitatif ve Kalitatif Analizi

Hazirlanan c¢DNA’nin elektroforezde yiiritme islemleri igin asagidaki islemler

gerceklestirilmistir:

1.0 gr agaroz 100-110 mL 0.5 X TBE ile mikrodalgada isitilmistir ve musluk altinda
sogutulmustur. 3 puL EtBr ilave edildikten sonra jel dokiilmiistiir ve donmasi beklenmistir.
Kiivet 0,5X TBE tampon ile doldurularak donan jel elektroforej kiivetine yerlestirilmistir, ilk
kuyuya 2pL Ornekler boyanarak kuyulara aktarilmistir. 90 V’da 30 dk yiiriitiilmistiir ve

goriintiileme cithazinda UV altinda goriintiilenerek degerlendirmesi yapilmuistir.

RNA-seq Transkriptom Analizi icin RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

RNA-seq transkriptom analizi, Genoks Teknoloji (Anonymous p 2021) araciligi ile
BGI-HONGKONG CO. LIMITED (Cin, Hong Kong) sirketinde hizmet alimi ile
yaptirtlmigtir. 1 yumurta, 2 nimf ve 2 ergin form i¢in elde edilen toplam RNA 6rnekleri (ilgili
ornekler i¢in 150 yumurta, 60 nimf ve 60 ergin R. simulans kullanilmistir) 6karyotik RNA-
seq transkriptom analizi i¢in hazirlanmistir. Bu ornekler 2 mL’lik ependorf tiiplerine
konulmustur ve isimlendirme igeren etiketleme yapilmistir. Nanodrop oOl¢iim verileri bu
etiketlere ilave edilmistir. Sekil 8’de BGI tarafindan talep edilen miktarlar dikkate alinarak
hazirlanan toplam RNA oOrneklerini igeren ependorf tiipleri, 50 mL’lik santrifiij tiipleri
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igerisine hareket etmesini onleyecek sekilde desteklenerek (kagit havlu, pamuk vasitasiyla)
yerlestirilmistir. Daha sonra bu santrifiij tiipleri kuru buz igerisinde Genoks Teknoloji’ye

ulastirilmistir ve analize yonelik siire¢ baglamistir.

10 DYO- teery OeThi OV Sampie Subminson Gudetne

— 4 Ot yubdegs v

EXHEA Sample Submission Guideline
G ' Document NO.«  SOPSMM.00) Vervion NO., AS Page 1% of 4%
Table 7: Requirements of Hluming Platforms RNA samples
Agitent Bioanalyzer
Concentration,
Product Name Library Type Sample Type Remarks Volume RIN, Electrophero 3 ™
Range Quantity | >55185(235/16 | gram NameDenp

S)

€240 ng ul The baseline is | OD260/ 28021

Total RNA of Pungi

Total RNA of Plam

man, Rat and
Mice Required

Total RNA of other | Recomenended 15l « 100
Animals ul

dicDNA except PCR
peodusts and

Resomenended 1Sul« 100 | =20 i3 Mainly 1 $<OD26028
oS
fragmented samples o

o =18 ng W
Required ! pgEm<2 pg

Sekil 9. BGI 6rnek hazirlama rehberi
RNA-seq transkriptom dizileme yontemi 6 asamadan olusmaktadir. Bu agamalar:

1. RNA Depletion (azaltma): RNA dizileme i¢in hedef RNA’ya gore RNA’larda
azaltma yapilmaktadir. MRNA ve uzun kodlanmayan RNA’lar (long-noncoding
RNA:IncRNA) benzer uzunlukta oldugu i¢in ayni kiitiiphane ve sekans ¢ipi ile
calisilmaktadir. Ancak, daha az baz cifti iceren miRNA’lar (microRNA) mRNA ve
IncRNA’lar ile ayn1 kiitiiphane ve ¢ip kullanilarak ¢aligmaya dahil edilmemektedir
ve ara islem basamaklar1 gerektirmektedir. Is akisindaki ilk adim, poli-T oligoya
bagli manyetik boncuklar kullanarak poli-A iceren mRNA molekiillerinin
saflagtirilmasini igermektedir.

2. Pargalama: RNA azaltilmasindan sonra mRNA, yiiksek sicaklik altinda iki degerli
katyonlar kullanilarak kiiciik parcalara ayrilmaktadir. Bu islem enzim veya ses ile
yapilabilmektedir.

3. cDNA Sentezi: Boliinmiis RNA fragmanlari, ters transkriptaz ve rastgele primerleri
kullanarak tek zincirli cDNA’ya ¢evirilmektedir. Bunu DNA Polimeraz | ve RNase
H kullanarak ikinci iplikli cDNA sentezi izlemektedir.

4. Kiitiphane Hazirligi: Manyetik boncuklarla toplanan bu DNA pargalarinin uglari

onarilmaktadir (son onarim) ve 3' uglarina adenin eklenmektedir. Bir sonraki
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adimda ligasyona temelli olarak fragmanlara adaptorler ve barkodlar eklenmektedir
ve ilk PCR adim1 baslatilmaktadir.

. Dairesellestirme: Standart teknolojilerin aksine, ikinci PCR asamasi, DNA’y1
"dairesellestirme" ad1 verilen bir asama ile yuvarlak bir zincire doniistiirerek ayni
zincir tizerinde DNA Nanoball (DNB) olusturmaktadir ve boylece PCR hatalarini
en aza indirmektedir. DNA’y1 dairesel hale getirmek igin bir splint oligo da
kullanilabilmektedir.

. Dizileme: Olusturulan her bir DNB, DNBSEQ G-400 dizileme platformundaki akis
hiicresindeki (Pattern Array) noktalara yerlestirilmektedir. Akis hiicresinde (Flow
Cell) sekans iglemi gerceklesmektedir. Klasik dizileme yonteminde oldugu gibi,
farkli boyalarla isaretlenmis modifiye edilmis dNTP'leri i¢eren reaksiyon ¢ozeltisi
akis hiicresine yiiklenmektedir. DNBSEQ G-400 cihazi, cPAS veya CoolMPS
teknolojisini kullanarak her Nanoball'daki bazlarin okunmasini saglamaktadir.
Dizileme siireci primer baglama ve dizileme soliisyonunun akis hiicresine
yiikklenmesi, primer sonrasi bazin baglanmasi, goriintiileme, ayrilma, ortamdaki
bagli olmayan bazlarin kaldirilmasi gibi asamalardan olusmaktadir. cPAS dizileme
teknolojisi, DNB iizerindeki DNA’ya floresansla modifiye edilmis ANTP ekleyerek
yiiksek ¢oziintirliikli dijital goriintiileme prensibi tizerinde ¢alismaktadir. CoolMPS
dizileme teknolojisinde, dizileme floresan dNTP’ler ile degil, o6zel olarak
tasarlanmis "antikorlar" ile yapilmaktadir. Her iki sekanslama teknolojisinde de
sinyalizasyon artarken hata orani azaltilmaktadir. DNBSEQ G-400 cihazinda ayni
anda 2 ¢ip (Flow Cell) calistirilarak, okumaya gére maksimum 1440 Gb (1,4TB)’ye
kadar degisken ve yiiksek veri ¢ikis1 elde edilebilmektedir.

Biyoinformatik Analizler

Temiz okumalar1 elde etmek i¢in ilk once, diisiik okuma degerlerininin, adaptor

okumalari, bilinmeyen bazlarin okumalarm (N bazlart %5’ten fazla) filtrelenmesi

yapilmaktadir. Daha sonra bu temiz okumalar ile yeni gen tahmini yapilmaktadir. Son olarak,

ornekler arasindaki farkli sekilde ifade (eksprese) edilmis genleri tespit edilmektedir ve

kiimeleme analizi ve islevsel ek agiklamalar yapilmaktadir.

1. Transkriptom Sekanslama Prosediirii: ilk olarak, diisiik kaliteli okumalar (%20 den

fazlas1 10°dan az kalite skoruna sahip fragmentler), adaptor iceren fragmentler,
bilinmeyen baz iceren fragmentler (%5’ten fazla N igerenler) filtrelenmektedir.

Ardindan bu okumalar, referans genoma hizalanmaktadir ve 6zgiin gen analizi
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yapilmaktadir. Ardindan da kiimeleme ve fonksiyonel annotasyon islemleriyle
gorsellestirmeler yapilmaktadir.

2. Genom Haritalama: Hizalama islemi HISAT2 (Hierarchical Indexing for Spliced
Alignment of Transcripts) ile yapilmaktadir. HISAT2 RNA-Seq veri setleri igin
hassas bir hizalama olanag1 saglamaktadir.

3. Ozgiin Transkript Analizi: Transkriptler StringTie ile yeniden bir araya getirilip,
birlestirilmis bir GTF dosyasi elde edilerek, ardindan 6rneklerin birlestirilmis GTF

ile kiyaslanmasiyla 6zgiin transkriptler bulunmasinda kullanilmaktadir.

Real Time PCR Calismasi

Yumurta, nimf ve ergin R. simulans 6rneklerinde kitin sentaz 1 geninin ifade galigsmasi
icin transkriptom ¢alismasindan elde edilen kitin sentaz 1 genine ait dizilime 6zgli primerler

kullanilarak Real time PCR ¢alismasi yapilmistir.

Calismada housekeeping gen olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (Gapdh)
kullanilmistir. Bu gene ait primerler yine transkriptom calismasindan elde edilen Gapdh
genine ait dizilimden yararlanilarak dizayn edilmistir. Calismada kullanilan primerler Tablo

5’de verilmistir.

Tablo 5. Calismada Kullanilan qRT-PCR Primerlerine Ait Bilgiler

Gen Adi ileri Primer Geri Primer
CHS1 GAAGACACCCATTGCAGCAAG CTTCACACGTACCATGCATGC
GAPDH AAAGATGGAGCTGCGAGGATC ACACTGTCAGGCTGGAGAAAG

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix(2x) kiti kullanilarak auro PCR kabini
igerisinde PCR tiipleri igerisine 10uL. SYBR Green, 4.2 uLL DNAse/RNAse free saf su, 0.4 puL
ileri primer, 0.4 pL geri primer ve 5 pL 6rnek cCDNA’s1 eklenmistir. Caligmalar iki tekerriirlii

olarak yliriitilmiistiir (Bohne 2012).

Tablo 6°da ¢alismada kullanilan real time PCR protokolii verilmistir.

Tablo 6. Real Time PCR Protokolii

Program Dongii sayisi Sicaklik (°C) Siire

On denetrasyon 1 90 15 dk
95 20 sn

Dongii 40 60 30 sn
72 30sn

Real Time PCR calismasi sonunda Rotor Gene cihazinin analiz programina gore

amplifikasyon grafikleri degerlendirilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Orneklerin RNA Kalite Degerleri

BGI sirketine gonderilen toplam RNA 6rneklerinin kalitesi Agilent 2100 Bioanalyzer
cihaz1 ile Agilent RNA 6000 nanoReagents Part 1 kiti kullanilarak belirlenmistir. Olgiim

sonuglar1 Tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Ornek Test Sonuglari

Ornek Konsantrasyon Hacim Total Kiitle =~ RNA  28S/18S Kiitiiphane Tipi

(ng/uL) (uL) (ng) Biitiinliik
Sayisi
Yumurta 62 66 4.09 9.2 0.0 DNBSEQ Transkriptom
Nimfl 379 70 26.53 6.1 0.0 DNBSEQ Transkriptom
Nimf2 341 184 62.74 6.1 0.0 DNBSEQ Transkriptom
Erginl 117 37 43.29 9.2 0.1 DNBSEQ Transkriptom
Ergin2 640 138 88.32 7.2 0.1 DNBSEQ Transkriptom

Toplam RNA 6rneklerinin Agilent 2100 Bioanalyzer cihazi ve parga analizorii
(Fragment Analyzer) ile kalite 6lgiim grafikleri yumurta, nimf1, nimf2, erginl ve ergin2 igin
strastyla Sekil 10, Sekil 11, Sekil 12, Sekil 13 ve Sekil 14°te verilmistir.

T T T T “T T
5 00 500 1000 2000 4000 [rt]

Overall Results for sample 5 : 8522102006157
FANA Anea 150.2 RMA Integrity Mumber [Fikj 82 (RO207
ANA Corcantrasen B2 ngyjd Anomaly Thresholdi{s]

manually adapted)
1A Ralia [28s | 18a] [
Result Flagoing Color

Pt Flagging Labe b .20

Fragment table for sample § : BE22I02006157

Mame  StartSize [nt]  EndSize(nt]  Amea % of total Area
185 1,658 2,201 1120 746

Sekil 10. Yumurta 6rnek kalitesi
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28!

T T T T T

%5 200 500 1000 2000 4000 [nt]
Overall Results for sample 8 : 11 2

RNA Area: 7935 RNA Integrity Number (RIN): 6.1 (B.0207,

RNA Concentration: 379 ngiyl m. WS}
fRNA Ratio [28s / 18s]: 00

Resuit Flagging Color
Result Flagging Labet. RIN:6.10

Fragment table for sample 8 : 8522011002942 _
Name StartSize[nt] EndSize[nt] Area % of total Area

185 1734 2,120 258 259
285 3385 3,626 05 0.1

Sekil 11. Nimfl 6rnek kalitesi

[FU]
180

160
140+
120+
100+
80+
601

401

204

T T T

T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 2 : 8522102006154
RNA Area: 826.5 RNA Integrity Number (RIN): 6.1 (B.02.07,
peas Anomaly Threshold(s)
RNA Concentration: 341 ng/ul manually ed)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 6.10

Fragment table for sample 2 : 8522102006154
Name  Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1,705 2,080 248.1 300
285 3,149 3,584 73 0.9

Sekil 12. Nimf2 6rnek kalitesi
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0 .

T T T T IT . T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 10 : 8522011002944

RNA Area: 2303 RNA Integrity Number (RIN) 92 (B.02.07
Anomaly Threshold(s)

RNA Concentration: 117 ng/ul manually adapted)

rRNA Ratio [28s / 18s] 0.1
Result Flagging Color:

Result Flagging Label RIN: 9.20

Fragment table for sample 10 : 8522011002944

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,597 2,201 139.0 60.4

28S 3,096 4,052 18.1 79

Sekil 13. Erginl 6rnek kalitesi

[FU

T T T T T T
25 200 500 1000 2000 4000 [nt]

Overall Results for sample 3 : 8522102006155

RANA Area: 155.3 RNA Integrity Number (RIN): 7.2 (B.02.07,
RNA Concentration: 64 ng/pl Anomaly Threshold(s)

manually adapted)
rRNA Ratio [28s / 18s]: 0.1
Result Flagging Color:

Result Flagging Label: RIN: 7.20

Fragment table for sample 3 : 8522102006155
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 1,709 2,135 60.9 39.2
285 3,144 3,970 37 24

Sekil 14. Ergin2 6rnek kalitesi
RNA-seq Transkriptom Analiz Sonuclari

Yumurta, nimfl, nimf2, erginl ve ergin2 Orneklerinden elde edilen Total RNA
ornekleri tizerinden iki uglu sekanslama stratejisi ile MGI-Seq 2000 dizileme platformunda
toplamda yaklasik 38 Gb veri iiretilmistir. Tiim 6rneklerin bir araya getirilmesinden sonra
509.137 dizi elde edilmistir. Transkriptlerin toplam uzunlugu, ortalama uzunlugu, N50 degeri
ve GC igerigi sirastyla 370106677 bp, 727 bp, 1203 bp ve %35, 27'dir. Okumalarin istatistik
sonuclar1 Tablo 6’da verilmistir. Transkriptlerin agiklamalar1t TRAPID 2.0 web uygulamasi

kullanilarak yapilmistir ve KEGG ve GO fonksiyonel veri tabanlarina not edilmistir.
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Tablo 8. Okumalarn Istatistik Sonuglari

Ornek Okunan Baz Toplam Ortalama  Q20(%)  Q30(%)
Miktari Uzunluk Uzunluk
(Fragman
Sayisi)
Yumurta (ileri okuma) 20.577.392 3.086.608.800 150.0 97.28 89.52
Yumurta (geri okuma) 20.577.392 3.086.608.800 150.0 96.46 88.12
Nimf1 (ileri okuma) 56.090.598 5.609.059.800 100.0 98.03 91.23
Nimf1 (geri okuma) 56.090.598 5.609.059.800 100.0 98.48 92.94
Nimf2 (ileri okuma) 20.516.932 3.077.539.800 150.0 97.37 89.87
Nimf2 (geri okuma) 20.516.932 3.077.539.800 150.0 96.73 88.95
Erginl (ileri okuma) 46.113.167 4.611.316.700 100.0 98.12 91.42
Erginl (geri okuma) 46.113.167 4.611.316.700 100.0 98.38 92.41
Ergin2 (ileri okuma) 20.086.160 3.012.924.000 150.0 97.31 89.59
Ergin2 (geri okuma) 20.086.160 3.012.924.000 150.0 96.30 87.72

Veri filtrelemedeki okumalar boyunca baz yiizdesi ve kalite dagilimi yumurta, nimf1,
nimf2, erginl ve ergin2 ornekleri i¢in sirasiyla Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil

19’da verilmistir.
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Sekil 15. Yumurta 6rnegi igin a) humunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz
yiizde dagilimi b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dagilimi
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Sekil 16. Nimfl 6rnegi i¢in a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz
yiizde dagilimi b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dagilim1
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Sekil 17. Nimf2 6rnegi i¢in a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz
yiizde dagilimi b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dagilinu
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Sekil 18. Erginl 6rnegi ig¢in a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz
yiizde dagilimi b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dagilimi
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Sekil 19. Ergin2 6rnegi ig¢in a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz
yiizde dagilimi b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dagilimi

Ham Okumalarin Kalite Kontrolii

Sekanslamadan sonra, okumalarin kalite kontrolii FastQC (v0.11.9) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Her okumanin kalite kontroliinden sonra, MultiQC (v1.10.1) FasQC
sonuclarini birlestirmek i¢in kullanilmistir. MultiQC’den elde edilen istatistikler olan FastQC:
ortalama kalite skorlari, sekans basina GC igerigi, sekans basina kalite skorlar1 ve sekans

cogaltma seviyeleri sirasiyla Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21 ve Sekil 22’de verilmistir.
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Sekil 21. FastQC: Sekans bagina GC igerigi
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Sekil 22. FastQC: Sekans basina Kalite skorlari

Sekil 23. FastQC: Sekans ¢ogaltma seviyeleri
De Novo Birlestirmeleri

Referans genomu olmayan bu canli i¢in, 163.384.249 iki uglu okuma, sonraki analiz
icin referans dizisini almak tizere 590.137 transkript halinde birlestirilmistir. Temiz
okumalarla de novo montaji gergeklestirmek i¢in Trinity kullanilmigtir, transkriptlerin kalitesi

metriksleri Tablo 9’da gésterilmektedir:

Tablo 9. Transkriplerin kalite metriksleri

Ornek Sekans Sayisi Toplam Ortalama N50(nt) GC(%)
Uzunluk (nt)  Uzunluk (nt)
Trinity.fasta 509137 370106677 727 1203 35.27
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De novo transkriptom tamlik (eksiksizlik) analizi BUSCO v.5'in (Arthropoda)’nin
cevrimigi aract gVolante2 kullanilarak yapilmistir ve Tablo 10°da verilmistir. Ayrica tam ve

kayip ortologlarin dagilimi Sekil 24’te verilmistir.

Tablo 10. De Novo Tamlik Degerlendirme Sonuglari

Parametre

Sorgulanan toplam ¢ekirdek gen sayisi 1013

Tespit edilen ¢ekirdek genlerin sayisi Tam 999(%98.62)
Tam+Kismi 1008 (%99.51)

Kay1p ¢ekirdek genlerin sayisi 5(%0.49)

Cekirdek gen basina ortalama ortolog sayisi 2.62

Bir ortologtan daha fazlasina sahip ¢ekirdek genlerin %’si 61.46

C:%98.6 [S:%638.0, D:%660.6],

BUSCO formatinda skorlar F:960.9, M:%60.5

Complete: 999 (98.62%)

Sekil 24. Tam ve kayip ortologlarin dagilimi
Gen Ifade Seviyeleri

Degerlendirme sonuglarina dayali olarak her 6rnek i¢in yapilan biitiin temiz okumalar
Bowtie2 yazilimi ile haritalanmistir ve gen ekspresyon seviyeleri RSEM ile hesaplanmugtir.

Hizalama (alignment) sonuglar1 Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Hizalama (Alignment) Sonuglari

Ornek Toplam baz Toplam okuma Toplam Haritalanmayan
haritalanan okumalar
okuma

Yumurta 3.086.608.800 20.577.392 14.324.602 6.252.790

Nimf1 5.609.059.800 56.090.598 45.790.794 10.299.804

Nimf2 3.077.539.800 20.516.932 14.842.990 5.673.942

Erginl 4.611.316.700 46.113.167 38.750.542 7.362.625

Ergin2 3.012.924.000 20.086.160 14.310.776 5.775.384
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Temel Bilesenler Analizi

Temel bilesenler analizi (PCA), muhtemelen iligkili degiskenlerin bir dizi gdzlemini,
temel bilesenler adi verilen dogrusal olarak iliskisiz degiskenlerin bir dizi degerine
dontistiirmek i¢in ortogonal bir doniisiim kullanan ¢ok degiskenli bir istatistiksel prosediirdiir.
Temel bilesenlerin sayisi, orijinal degiskenlerin sayisindan az veya ona esittir. Transkriptom
dizileme verilerinin analizinde, PCA, aykir1 degerleri ve yiiksek benzerlik kiimelerini
tamimlamak i¢in karsilastirma i¢in biiyiilk miktarda gen bilgisini birka¢ bagimsiz temel

bilesene indirgemektedir. Temel bilesenler analiz sonuglar1 Sekil 24’te verilmistir.

1.70%)

-

PC2 (

PC1 (61.96%)

Sekil 25. Temel bilesenler analizi
Farkh ifade Olmus Genlerin (DEGs) Tespiti

Gen ifade seviyesine dayali olarak, DEG’ler (Differential expression genes) 3 evre
(yumurta, nimf ve ergin) arasinda tanimlanmistir. DESeq2 algoritmas1 ile DEBrowser

kullanilarak elde edilen DEG’ler karsilastirilan gruplarla birlikte Sekil 26’da verilmistir.

MA grafigi, genomik verilerin gorsel temsili i¢in bir Bland-Altman grafiginin bir
uygulamasidir. Cizim, verileri M (log orani) ve A (ortalama) o6l¢eklerine doniistiirerek ve
ardindan bu degerleri ¢izerek iki numunede almman Olgiimler arasindaki farklar
gorsellestirmektedir. Orijinal olarak c¢ift yonli DNA mikrodizi gen ifade verileri baglaminda
uygulanmasina ragmen, MA grafikleri ayrica yiikksek verimli dizileme analizini
gorsellestirmek i¢in kullanilmaktadir. Volcano grafigi, degisimin biiytikliigiine (Fold change:
kat degisimi) kars1 istatistiksel onemi (P value: P degeri) gosteren bir dagilim grafigi tlirtidiir.

Istatistiksel olarak da nemli olan biiyiik kat degisiklikleriyle genlerin hizli gorsel olarak
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tanimlanmasint  saglamaktadir. DEG’lere ait MA ve Volcano grafikleri Sekil 27°de

verilmigtir.
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Sekil 26. Orneklerin farkli eksprese olmus genler agisindan karsilastirilmalari
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Sekil 27. DEG’lerin MA plot ve Volcano plot seklindeki gosterimi

Scatter grafigi (dagilim grafigi, serpilme diyagrami) bir veri kiimesi igin tipik olarak
iki degiskenin degerlerini goriintiilemek icin kartezyen koordinatlari kullanan bir ¢izim veya
matematiksel diyagram tiirtidiir. RNA-seq transkriptom analizinden elde edilen DEG’lerin

serpilme diyagramlar1 Sekil 28°de verilmistir.
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Sekil 28. DEG’lerin serpilme diyagramlari

Heatmap (1s1 haritast) teknigi, bir olgunun biiyiikliigiinii iki boyutlu olarak renk olarak
gosteren bir veri gorsellestirme yontemidir. Renkteki varyasyon, ton veya yogunluga gore
olabilmektedir ve okuyucuya olgunun nasil kiimelendigi veya uzayda nasil degistigi hakkinda

acik gorsel ipuglar1 vermektedir. DEG’lerin 1s1 haritalart Sekil 29°da verilmistir.
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Sekil 29. DEG’lerin 1s1 haritalari

Is1 haritalar1 (heatmap) her rengin belirli bir deger kiimesini temsil ettigi siirekli bir
renk haritasidir (Bedre et al. 2015).
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RNA-seq Transkriptom Cahsmasi ile Ricania simulans’ta Kitin Sentaz 1 Genine ait
Dizilimin Elde Edilmesi

RNA-seq transkriptom ¢alismasi ile Ricania simulans’ta kitin sentaz 1 genine ait elde

edilen dizilim su sekildedir:

CTGAGTGCACCGGGAAGCACAGTGATATAGCCAAAAACTGACTCGAGAGGCTTG
TCCAGAATGTTGGACATTTTGTACTCAAAGTTCTGAGAAGCAACTAGGGGGTTGA
GGAGACTAGAGCCGTACTTGCCCTTCATGGCCTTGATCTCACCACATGCGCCGGC
CACGTTAGAGTCGGTATCAAAGGCCTTCCAAAGGTGGTAGAGGGATTTCCCGCCA
GGGCGGGTACCAACATCGAGCAAAATGCAGATATTGGGGTTAAGTGCCCGGCCA
AAGGCGTTGAAGAACCATCTGTGAGAGTTGAGCTTGCCACGGTTCTTTTCCTTGA
GGCAGAAAATCATCTGGCAAGGGACAATGCCCATCTCAGCACCCTTGAATTTGAG
ATCCGAGTCAAGAGACACCTGAGTGGTGTACTCGTAAACATGAGCTTGGACGGC
GCGGTTGTTGACAAAGTTCTTGGCAATACCGTGTTGGAAGACACCCATTGCAGCA
AGGGCATCAAGTGTACGGGGGTGGATTTTGGGGCGACCATCGCAAATAATGCAG
ACGACAATCTTGTGCCAGCCAGTCTCGCCCCAAGTTCGCGAACGAGATCGGGAGC
AAAAGTGTGAAATATTCTTCATGACAGCATGCATGGTACGTGTGAAGCAAATTTC
GTCCTCGTTGTACATGGTGATGCAAATGAAGAGTTCTGTCTCTCGAGTAGTTCGG
CCGATGTATTGTCTAAGATGGTATCCTCTCTCAACAAAGTCATCAGGGTCGCAAG
TGACGGCA

Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) ile Kitin Sentaz 1 Gen ifadesinin Dogrulanmasi

Sekil 30°da qRT-PCR ¢alismalar1 sonucunda yumurta, nimf ve ergin R. simulans

orneklerinde kitin sentaz 1 genine yonelik ifade karsilastirmalar goriilmektedir.
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Sekil 30. Yumurta, nimf ve ergin evrelerindeki Ricania simulans’ta kitin sentaz 1 gen ifade
karsilastirmalari
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TARTISMA, SONUC VE ONERILER

Tartisma ve Sonug

RNA sekanslama i¢in Ornek kalite standartlarina dayali olarak test Orneginin
kiitiiphane olusturmak icin gereklilikleri saglayip saglamadigin1 anlamak i¢in 6rnekler analize
tabi tutulmustur. Standart RNA-seq kitlerinin ¢ogu minimum 10-100 ng/uL toplam RNA
miktart gerektirmektedir (Zhao et al. 2016). Tablo 7’e¢ gore Orneklerin konsantrasyon
araliklar1 62-640 ng/uL arasinda degisirken toplam kiitle araliklar1 4.09-88.32 pg arasinda
degismektedir. Giivenilir ve tekrarlanabilir RNA-seq verileri elde etmek i¢in RNA kalitesi
¢ok 6nemlidir. RNA molekiiliiniin dogal kararsizli§1 nedeniyle, saha ¢alismalarinda toplanan
numunelerden izole edilen RNA kalitesi genellikle doku nekrozundan etkilenmektedir ve bu,
durum RNA’nin bozulma durumunu hizlandirabilmektedir. RNA kalitesini degerlendirmek
icin ¢ogu laboratuvar, Agilent BioAnalyzer, Agilent TapeStation veya Advanced Analytics
Fragment Analyzer dahil olmak iizere elektroforetik tabanli bir sistem kullanmaktadir. Bu
araglarin tiimii bir RNA biitiinliik puani (RIN) iiretmektedir. BioAnalyzer'da RIN puani 1- 10
(10 miikemmel) arasinda degismektedir ve ¢ogu laboratuvar standart RNA-seq yontemleri
icin RIN > 6'y1 kabul edilebilir olarak degerlendirmektedir (Zhao et al. 2016). Bu ¢alismada
ornek kalitesini degerlendirmek i¢in Agilent 2100 Bioanalyzer kullanilmistir. Yapilan
Olgtimlerin yer aldigi Tablo7’e gore 6rneklerin RIN degerleri 6,1-9,2 arasinda degismektedir.
Belirtilen degerler (konsantrasyon, toplam kiitle, RIN) dikkate alindiginda g¢alismada
kullanilan 6rneklerin kiitiiphane olusturmak i¢in uygun olduklari anlagilmaktadir. Kaliteli
ifadesi, Ornegin kiitliphane olusturma ve sekans icin gerekli olan sartlar1 sagladigini
gosterirken, riskli ifadesi 6rnegin kiitiiphane olusturma ve sekans i¢in gerekli olan sartlar1 tam
olarak tagimadigini, BGI'nin kitaplik olusturmaya calisabilecegi ancak sekans kalitesini
garanti edemeyecegini gostermektedir. Bu calismada Nimfl 6rnegi hari¢ diger Ornekler
kaliteli olarak smiflandirilmistir. Nimfl 6rnegi riskli olarak siniflandirilmistir. Ancak bu

ornekten basarili bir sekilde kiitiiphane olusturulmus ve sekans elde edilebilmistir.

Boceklerde 28S rRNA’nin 1s1 kaynakli parcalanma raporlari ilk olarak Lepidoptera ve
Diptera'da tanimlanmistir (Applebaum et al. 1966; Greenberg 1969; Rubinstein ve Clever
1971; Ishikawa and Newburgh 1972). RNA’nin birkag dk 40-60 °Cde 1sitilmasindan sonra
28S rRNA fraksiyonlarinin 18S rRNA fraksiyonunun yaninda aniden ¢okeldigi, 18S
rRNA’nin ise etkilenmedigi bulunmustur. Yapilan ilk ¢aligmalarda 28S rRNA’nin bu hizli 1s1l
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donilistimii  saptanabilir ara maddeler olmadan meydana geldigi ve yiliksek oranda
tekrarlanabilir oldugu ifade edilmistir. Bu nedenle daha sonra 28S rRNA, a ve [ olarak
adlandirilan benzer uzunlukta iki parcaya ayrilmayla sonuglanan molekiiliin merkezine yakin
belirli bir boliinmeye atfedilmistir (Sekil 31). Ayrica, 28S ve 18S rRNA arasindaki baz
bilesimindeki fark 1s1 pargalanmasinda bile korundugu i¢in 28S fragmentlerinin 18S

rRNA’dan farkli oldugu gosterilmistir (Ishikawa and Newburgh 1972).
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Sekil 31. 70°C'de iki dakikalik 1s1 denatiirasyonundan sonra, A. mellifera beyin RNA profili
(Winnebeck et al. 2010)

RNaz inhibitorleri kirtlmayr 6nlemede etkisiz oldugundan ve E.coli, sican ve hamster
gibi diger organizmalardan elde edilen rRNA'larda 1s1 kaynakli bir parcalanma
goriilmemesinden dolayi, bu 1s1 kaynakli kirilmanin ekstraksiyon yonteminden kaynakl
olmadig diisiiniilmiistiir. Daha sonra, bu kirilmanin bazi boceklerde 28S rRNA'larinin igsel
bir Ozelligi olarak, RNA omurgasinda onceden var olan bir "gizli kirilma" olabilecegi
Onerilmistir. Parcalanma kosullarinin analizleri kovalent olmayan RNA etkilesimlerinin,
ozellikle hidrojen baglarinin biiylik olasilikla 28S rRNA'y1 bir arada tuttugunu ve boylece
basarili bir sekilde kirllmanin gizlendigi gosterilmistir (Sekil 10).
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Sekil 32. Boceklerde ribozomal alt birimlerinde rRNA’nin degerlendirilmesi

Sekil 10, 11, 12, 13 ve 14'te yer alan grafiklerde orneklerin ribozomal RNA alt
birimlerinin (¢ekirdek biiyiik-28S, kiiglik-18S, sitoplazmik, mitokondriyal ve kloroplastik
(daha alt kiigiik birimler) pik yogunlugunu géstermektedir. Her 6rnek igin elektroforetik jel
goriintiisii alt birim bantlarin1 ya da bozunmay1 (yayilma) gostermek icin sekillerin saginda
bulunmaktadir. Bu sekillerde x-eksenini nt (ladder'e dayali olarak tahmini niikleotid sayis1) y-
eksenini ise FU (floresans birimi: pik yogunlugu) olusturmaktadir (Jordan-Thaden et al.
2015). Sekil 10°da yumurta ornek kalitesini gdsteren grafikte 25. niikleotit tlizerindeki pik
marker’a aittir. 200. niikleotidden 6nce ¢ok hafif 2 pik bulunmaktadir. Bu pikler 5S ve 5.8S
bolgesinde bulunmaktadir. Ribozomal RNA’ya ait 18S ifadesi 1,659. niikleotidden baglayarak
2,201. niikleotitte son bulmaktadir. Bu grafikte 28S alan1 belirtilmemistir.  Yukaridaki
paragraflarda  yapilan agiklamalardan dolayr burada bir degredasyon ifadesi
kullanilmamaktadir. Ortaya ¢ikan rRNA profili, bocek yumurtasina ait rRNA’nin endojen
bilesimini (gizli kirilmay1) yansitmaktadir (Winnebeck et al. 2010). Ayrica hizli bdlgede
pikler bulunmamaktadir. Bu piklerin yoklugu ile RIN degerinin 9.2 olmasi (giiglii) uygunluk

gostermektedir.

44



Sekil 11°de nimfl 6rnek kalitesini gosteren grafikte 18S rRNA 1,734. Niikleotidden
baslayarak 2,120. Niikleotitte son bulurken 28S rRNA 3,385. Niikleotidden baslayarak 3,626.
niikleotidde son bulmaktadir. Hizli bolge olaraf ifade edilen alanda yogun pikler
gorilmektedir. Burada rRNA’nin belirli oranlarda degrade oldugunu ve daha kiiciik rRNA
pargalarina ayrildig1 anlasilmaktadir. Bu piklerin varligr ile RIN degerinin 6.1 olmasi (zayif)
uygunluk gostermektedir. Sekil 12°de nimf2 6rnek kalitesini gosteren grafikte 18S rRNA
1,705. Niikleotidden baglayarak 2,080. Niikleotitte son bulurken 28S rRNA 3,149.
Niikleotidden baslayarak 3,584. niikleotidde son bulmaktadir. Hizl1 bolge olaraf ifade edilen
alanda pikler goriilmektedir. Burada rRNA’nin yine Sekil 10°daki gibi belirli oranlarda
degrade oldugunu ve daha kiigiik rRNA parcalarina ayrildigi anlagilmaktadir. Bu piklerin
varligi ile RIN degerinin 6.1 olmasi (zayif) uygunluk gostermektedir. rRNA’larin bozulmaya
baslamasiyla birlikte daha kiigiik rRNA parcalar1 olugsmaya baslamaktadir ve bu durumu
takiben 18S rRNA pikinde bir diisiis olmaktadir. (Gayral et al. 2011) Sekil 11 ve Sekil 12
incelendiginde 18S rRNA piklerinin uzunlugu diger piklere kiyasla 160-180 FU arasinda

ancak goriilebilmektedir.

Sekil 13°te erginl 6rnek kalitesini gdsteren grafikte 18S rRNA 1,597. niikleotidden
baslayarak 2,201. Niikleotitte son bulurken 28S rRNA 3,096. Niikleotidden baslayarak 4,052.
niikleotidde son bulmaktadir. Hizli bolge olaraf ifade edilen alanda pikler goriilmemektedir.
Bu nedenle rRNA’nin oldukea kaliteli oldugu anlasilmaktadir. Bu piklerin yoklugu ile RIN
degerinin 9,2 olmas1 da (giiclit) uygunluk géstermektedir. Sekil 14’te ergin2 ornek kalitesini
gosteren grafikte 18S rRNA 1,709. Niikleotidden baslayarak 2,135. Niikleotitte son bulurken
28S rRNA 3,144. Niikleotidden baslayarak 3,970. niikleotidde son bulmaktadir. Hizli bolge
olaraf ifade edilen alanda pikler goriilmektedir. Ancak bu pikler Sekil 11°daki gibi yogun
degildir. Dolayisiyla burada rRNA’nin hafif degredasyona ugradig: ifade edilebilmektedir
(Gayral et al. 2011). Bu piklerin varligi ile RIN degerinin 7,2 olmasi da (zayif) uygunluk

gostermektedir.

Veri analizlerinden 6nce yiiksek diizeyde bilinmeyen baz igerigine ve bagdastirici
(adapter) dizisine iceren ham okumalar ve diisiik kalitedeki okumalar filtrelenmektedir. Bir
bagdastirict okuma bagdastiric1 bazlarini igeren bir okuma olarak tanimlanmaktadir. Eger bir
okumada bazlarin yarisindan ¢ogu diisiik kalitede ise baz kalitesi <5 olarak tanimlanmaktadir
ve disiik kaliteli okuma olarak ifade edilmektedir. Filtrelenme adimlarini bagdastirict
okumalarinin kaldirilmasi, diisiik kaliteli okumalarin kaldirilmasi, bilinmeyen bazlarin
%10'dan fazla oldugu okumalarin ¢ikarilmasi islemleri olusturmaktadir. Daha sonra

biyoinformatik analizler temiz okumalar {izerinden yapilmaktadir (Batut et al. 2018).
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FastQC, Cambridge'deki Babraham Enstitiisii'nde Simon Andrews tarafindan yazilmas,
yiiksek verimli dizi verileri i¢in bir kalite kontrol aracidir. FastQC, sekans okumalari
hakkinda genel kalite ol¢limleri saglamaktadir. Temel sekans icerigi (%A/T/G/C), adaptor
kirliligi ve asir1 temsil edilen diziler basina okumalar arasindaki kalite puani dagilimi
hakkinda bilgi sunmaktadir (Anonymous b 2021). Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17 Sekil 18 ve
Sekil 19°da ornekler i¢in veri filtrelemedeki okumalar boyunca baz yiizdesi ve kalite dagilim1
verilmistir. Bu sekillerde yer alan a) ve b) grafiklerindeki x ekseni okumalar boyunca baz
pozisyonunu y ekseni ise a) grafiklerinde baz igerik %’sini b) grafiklerinde ise baz kalite
degerini vermektedir. Yiiksek kaliteli sekans okumalar dikkate alindiginda baz ciftlesmesi
prensibine uygun olarak Adenin (A) bazi egrisi ile Timin (T) baz1 egrisi ve Guanin (G) bazi
egrisi ile Sitozin (C) kesinlikle ortiismelidir. Cogu RNA-seq kiitiiphanesi hazirlama
protokoliinde ilk 6-12 niikleotid i¢in bazlarin diizglin olmayan net dagilimi vardir ve bu
durum normal olarak kabul edilmektedir. Ciinkii sekanslama platformlarinda cDNA’y1
sentezlemek i¢in rastgele hekzamer primer kullanimi s6z konusu olabilmektedir (BGI 2016;
Wang et al. 2016). Sekil 15, Sekil 16, Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil 19’da a ) grafikleri dikkate
alindiginda ilk 6-12 niikleotitte diizgiin olmayan net bir dagilim gozlenitken A ile T
egrilerinin Ortiistiigli, G ile C egrilerinin Ortistiigi gorilmektedir. Ayrica, ileri ve geri
okumalarda birbiriyle uyumlu egrilerin elde edildigi, 6rneklerin A ve T igeriklerinin %30’un
tizerinde iken G ve C igeriklerinin %20 nin altinda oldugu anlasilmaktadir. Sekil 15, Sekil 16,
Sekil 17, Sekil 18 ve Sekil 19°da b) grafikleri dikkate alindiginda goriintiideki her nokta
okumalar boyunca karsilik gelen bazlarin belirli kalite degerleri ile toplam bazin sayisini
temsil etmektedir. Daha koyu nokta rengi daha biiyiilk baz sayis1 anlamina gelmektedir.
Gortintiideki her nokta okumalar boyunca karsilik gelen bazlarin belirli kalite degerleri ile
toplam bazin sayisini temsil etmektedir. Daha koyu nokta rengi daha biiylik baz sayisi
anlamina gelmektedir. Diislik kaliteli (<20) bazlarin ylizdesi yiiksek ise, bu 6rnegin sekans
kalitesi de kotiidiir (BGI 2016; Wang et al. 2016). Bu ¢alismadaki orneklerin okumalar

boyunca kalite dagilimlarinin 35’in {izerinde oldugu anlasilmaktadir.

Sekil 20°de yer alan FastQC: ortalama kalite skorlar1 grafigi tiim okumalarin her bir
baz ¢iftindeki Phred puanlarini temsil etmektedir. X ekseni her okumadaki baz pozisyonu iken
y ekseni tiim okumalardaki niikleotidlerin ortalama baz ifadeli puan1 (phred 6lgekli)'dir. Phred
Olgek kalitesi bazin yanlis olma olasiligini (p) gostermektedir. Bir phred puani (Q), Q=-10
log10p'deki p'nin tam say1 eslesmesidir. Kisaca, 10 phred puani her 10 baz'da bir hataya veya
%90 dogruluga karsilik gelmekte iken 20 phred puani her 100 bazda 1 hataya veya %99
dogruluga denk gelmektedir. Maksimum phred puani 40'tir (Delhomme et al. 2014). Grafikte

yer alan arka plan renkleri yaklasik kalite araliklarini temsil etmektedir. Yesil kisim kabul
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edilebilir kalite, turuncu kisim siipheli ve kirmizi kisim kotii olarak kabul edilmektedir.
Genelde ilk 5 ya da daha fazla bazin makinenin kalibrasyon adimlar1 olarak okunanlarin geri
kalanindan biraz daha diisiik kaliteye sahip oldugu goriilmektedir. Okumanin biiyiik kismi
~35 bazdan sonra yapilmaktadir. Sekanslama reaktifleri dongiiler sirasinda tiikkenmeye
basladigindan okumanin son 10-20 bazi'nin okumanin ortasindaki daha diisiik kaliteli baz
ifadelerine sahip oldugunun goriilmesi normaldir. Ayrica, sekans verilerinin geri okumalar1
(reverse reads) ayni nedenlerden dolayr genellikle uclarda ileri okumalardan daha diisiik
olmaktadir (Anonymous b 2021) (Khetani et al. 2015). Sekil 20’de yer alan grafik
incelendiginde elde edilen skorlarin yesil renkli arka planda oldugu, ilk birka¢ bazin phred
puaninin diisiik oldugu sonraki bazlar i¢in phred puaninin arttigi ancak son bazlarin kalite
skorlarinda diisiis oldugu goriilmektedir. Okumalardaki her bir baz konumdaki ortalama kalite
degeri siirekli olarak Q30'un {izerinde bulunmaktadir ve bu da yiiksek kaliteli sekans

okumalarin1 gostermektedir (Gombos et al. 2021).

Sekil 21°de yer alan FastQC: Sekans basina GC igerigi grafigi ortalama % GC
igerigini ve okuma yiizde sayis1 gostermektedir (Anonymous b 2021). Gézlenen GC dagilimi
teorik dagilimdan ¢ok saparsa FastQC bu durumu basarisiz olarak adlandirmaktadir. Ancak
bazi durumlarin varliginda bu sapmalar meydana gelebilmekte ve goz ardi edilebilmektedir.
Bu durumlardan biri RNA sekanslamada, transkriptler arasinda ortalama GC igeriginin daha
fazla veya daha az dagiliminin olabilmesi ve bunun gozlemlenen bir grafigin ideallestirilmis
bir normal dagilimdan daha genis ve daha dar olmasina yol agabilmesidir (Anonymous h
2021). Yumurta, nimf ve ergin evrelerin teorik dagilima yakin degerlere sahip oldugu

gorilmektedir.

Sekil 22°de yer alan FastQC: Sekans basina kalite skorlar1 grafigi tim okuma
kalitesinin bir histogramidir. X ekseni ortalama okuma kalitesi puanidir (okumanin tiim
temellerini tek bir degerde ozetler) ve y ekseni Phred puaniyla okuma sayisidir. 27-35
arasinda okumalarin cogunlugu ile bir zirve goriilmesi kalite skorlarinin uygunlugunu

gostermektedir (Anonymous b 2021).

Sekil 23’te yer alan FastQC: Sekans c¢ogaltma (duplikasyon) seviyeleri grafigi,
haritalanan okumalarin kiimelenme faktoriine veya duplikasyon oranina bakilmasidir. FastQC
bir kiitliphanenin ilk 100.000 okuma sekansin1 almaktadir ve kiitliphanenin geri kalaninda bir
okuma dizisinin ne siklikta tekrarlandigina bakmaktadir. Iyi bir kiitiiphanenin ¢ok diisiik
oranlarda duplikasyon gostermesi gerekmektedir (okumalarin ¢ok biiyiik ¢ogunlugunun
duplikasyon orani 1'dir) ve "yliksek karmasiklik" veya ¢ok sayida benzersiz okuma ve faydali

veri sunmaktadir. Bu durum grafikte dik bir diisiis olarak temsil edilmektedir ve yaklasik 2 ya
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da 3'liik duplikasyon oraninda ¢ok kii¢iik egriler ve daha sonra yiiksek duplikasyon oranlari
i¢in yaklasik 0'da devam eden bir ¢izgi goriiniimii bulunmaktadir (Anonymous b 2021). Sekil
23’teki grafik degerlendirildiginde bdyle bir goriinimiin olmadig1 goriilmektedir.
Duplikasyonlarin goriilme nedenleri arasinda PCR zenginlestirmesi nedeniyle kiitiiphane
pargalarinin asir1 temsil edildigi PCR ¢ogaltmalar1 (bu duplikasyon kabul edilmez ¢iinkii PCR
kopyalar1 Ornek sekanslarmin gercek oranini yanlis temsil etmektedir), bir RNA-seq
kiitiphanesinde ¢ok bol transkriptler gibi oldukca fazla temsil edilen sekanslar (bu
duplikasyon kabul edilebilir, ¢iinkii Ornek sckanslarmmi tam olarak temsil eder)
sayilabilmektedir (Anonymous h 2021). Ayrica, molekiil eklemek igin kullanilan
bagdastiricilarin  baglanmamasi1 ve serbest bagdastiricilarin ortamda mevcut olmasi da

duplikasyona neden olabilmektedir (Anonymous g 2021).

De Novo birlestirme, ¢ok sayida (kisa veya uzun) DNA parcalarindan, bu parcalarin
dogru sekansi veya sirast hakkinda hicbir 6n bilgi olmadan genomlar1 olusturmak ig¢in bir

yontemdir. De Novo birlestirme prosesi Sekil 33’de verilmistir.

OKUMA SETLERI

OKUMA SETLERI 1 OKUMA SETLERI 2
OKUMA SETLERI 3

ISKELELER

Sekil 33. De Novo birlestirme prosesi (Anonymous ¢ 2021)

Sekil 33’de Okumalar (Reads) ifadesi DNA pargalaridir. "Kisa okumalar" tipik olarak
35-1.000 boyutunda iken "uzun okumalar” tipik olarak 1.000—500.000 bp boyutundadir.
Okuma uzunlugu, belirli bir sekans calismasi i¢in kullanilan sekanslayict modeline ve
kiitliphane hazirlik protokoliine bagli olarak degismektedir. Contig'ler, {ist iiste Ortlisen
yonlendirilmis okumalarin bir setidir. Tek bir contig, iki veya daha fazla Ortiisen ve

yonlendirilmis okumadan olusmaktadir. Okumalar, bir alt kiimeyi veya niikleotid baz
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ciftlerinin tiimiinii paylasmaktadir. Iskeleler (Scaffolds) yonlendirilerek birlestirilmis
contig’lerin bir setidir. Tek bir iskele, iki veya daha fazla birlestirilmis ve yonlendirilmis
contig'den insa edilmektedir. Kromozomlar ise yonlendirilerek birlestirilmis bir dizi iskeledir.
Tek bir kromozom, iki veya daha fazla birlestirilmis ve yoOnlendirilmis yap1 iskelesinden

olusmaktadir (Anonymous ¢ 2021).

Calismada kullanilan R. simulans’in referans genomu bulunmamaktadir. Bu nedenle
De Novo birlestirmeleri bu canli i¢in yapilmistir ve 163.384.249 iki uclu okuma, sonraki
analiz i¢in referans dizisini almak tizere 590.137 transkript (okuma) halinde birlestirilmistir.
De Novo birlestirmede transkriptlerin kalite metrikslerini igeren Tablo 7°de verilmistir.
Niikleotitlerin ortalama uzunluklar1 727, %GC orani1 35.27 olarak belirtilmistir. Tablo 9’daki
N50 degeri contig agisindan birlestirme kalitesini tanimlamaktadir. Bir contig dizisi
verildiginde N50 toplam genom uzunlugunun %350'sinde en kisa contigin sekans uzunlugu
olarak tanimlanmaktadir. N50 dagilim kiitlesinin yarisinin  bir noktast olarak
diistintilebilmektedir; N50'den daha uzun tiim contiglerdeki bazlarin sayisi, N50'den daha kisa
olan tiim contiglerdeki bazlarin sayisina yakin olacaktir (Earl et al. 2011). Tablo 9’a goére bu

calismada elde edilen N50 degeri 1203 nt olarak verilmistir.

Tamlik degerlendirmesi iglevi, OrthoDB’den secilen Benchmarking Universal Single-
Copy Orthologs (BUSCO)’dan gen igeriginin evrimsel olarak bilgilendirilmis beklentilerine
dayali olarak transkriptom birlestirmesinin tamligin1 degerlendirmek icin sayisal Ol¢limler
saglamaktadir (Anonymous d 2021). Lagarda-Diaz et al. 2020) Sekil 24’e¢ gore 1013
sorgulanan ¢ekirdek gen sayisi lizerinden yapilan De Novo tamlik degerlendirmesi sonucunda
%98,62 (tam:999 gen) oranla tam ve %0,49 (5 gen) oranla kayip ortolog gen varlig1 tespit
edilmistir. Ayrica Tablo 10’a gore %99,62 (tam+kismi: 1008 gen) oraninda tespit edilen
cekirdek gen oldugu belirtilmistir.

Temel bilesen analizi (PCA), yliz tamima ve gorlintii sikistirma gibi alanlarda
uygulama alan1 bulmus, yiiksek boyuttaki verilerde Orilintii bulmak i¢in yaygin olarak
kullanilan bir istatistiksel tekniktir. Ayrica, PCA, temel bilesenleri hesaplama ve bunlari,
bazen yalnizca ilk birkag temel bileseni kullanarak ve gerisini géz ard1 ederek veriler iizerinde
bir temel degisikligi gerceklestirmek i¢in kullanma siireci olarak da tanimlanabilmektedir
(Bro ve Smile 2014; Pasini 2017; Lever et al. 2017). Sekil 25’te bulunan ¢alismaya ait temel
bilesenler analizine bakildiginda 5 6rnek i¢in farkli 5 kiime goriinmektedir. Her kiime kendi
icinde benzer gen ekspresyonlarina sahiptir. Sekil 25’e gére mavi (nimf rep2) ve sarimsi yesil
(ergin_rep2) PC1(%61.96)’e gore farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar muhtemelen PC1

tizerinde agir etkileri bulunan genlerden kaynaklanmaktadir. PC1 en fazla varyasyonu
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gosterirken, PC2 ikinci en fazla varyasyonu gostermektedir. Bu nedenle PC1 ekseni boyunca
gruplar arasindaki farkliliklar, aslinda PC2 ekseni boyunca benzer goriinen mesafelerden daha

biiyiiktiir.

Cogu RNA sekanslamanin ana amaci 2 veya daha fazla grup arasinda farkli
(differansiyel) ifadeleri tespit etmektir. Bu genellikle, grup basina yalnizca birkag kopya ile
binlerce gen i¢in yapilmaktadir, dolayisiyla istatistiksel bir yontem gerektirmektedir. DESeq2
algoritmasi (negatif binom dagilimima dayanan DESeq'in gelismis bir versiyonudur) bu amag
icin ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhao et al. 2016). DESeq2'nin yeni versiyonu,
dagilimlar i¢in gene 6zgl bir biiziilme tahmininin kullanilmasina izin vermektedir. Dagilimi
tahmin ederken, DESeq2 benzer bir ortalama ifadeye sahip tiim genleri kullanmaktadir.
Kiiciik ortalama ekspresyon degerlerine sahip genlerin tanimlanmasindan kaginmak igin kat
degisimi (fold change) tahmini de kullanilmaktadir (Wang et al. 2019). DESeg2’nin ortalama
oranlari, gen basina geometrik ortalamaya gore gen sayimlarinin medyan orani tarafindan
belirlenen numuneye 6zgii boyut faktorleri ile boliinen sayimlar olarak ifade edilmektedir. Bu
algoritmada sekans derinligi ve RNA kompozisyonu hesaplanmaktadir. Numuneler arasinda
ve differansiyel genlerin (DE) analizi i¢in gen sayimi karsilagtirmalar1 yapilmaktadir. Ornek

karsilastirmalar1 yapilmamaktadir (Anonymous f 2021).

Normallestirilmis ~ sayim  dagilimlari, bir yogunluk  grafigi  araciligiyla
Ozetlenebilmektedir. Yogunluk grafigi, tekrarli sayim dagilimindaki bir farkliligin
saptanmasini saglayarak daha fazla ayrinti vermektedir. Ideal olarak belirli bir kosul i¢in her
replika (kopya) i¢in yogunluk grafigi, replikalar arasinda en diisiik degiskenligi gosterirken
biiyiik olgiide ortigsme olmalidir (Jiménez-Jacinto et al. 2019). DESeq2 algoritmasi ile
DEBrowser kullanilarak elde edilen farkli ifade olan genlerin (DEG) yogunluk grafiklerinin
oldugu Sekil 26 incelendiginde, nimf ve ergin replikalarmin yogunluk grafiklerinin biiyiik
Ol¢iide Ortiistiigli goriiniirken, yumurta ile ergin replikalarinin ve nimf replikalarinin az bir
kisminin ortiistiigli ve biiylik ¢ogunlugun Ortiismedigi gorilmektedir. Ayrica yumurta
orneginde farkli ifade olan genlerin ergin replikalardaki diferansiyel genlerdeki farki nimf
replikalardaki farkli genlerdeki farkindan daha azdir. Birbiriyle en ¢ok ortiigmenin oldugu
yogunluk grafigi (nimf replikasi 2 hari¢) nimf replikalar ile ergin replikalardaki diferansiyel
genlerde goriilmektedir. Ancak genel olarak biitiin yogunluk grafiklerinde replikalar arasinda

belirli farkliliklar bulunmaktadir.

Sekil 27°de DEG’lerin MA ve Volcano grafikleri verilmistir. Gen ifadesi veri
kiimelerini gorsellestirmek i¢in 2 boyutlu (2D) dagilim grafigi olarak da nitelendirilen MA
grafigi, log-yogunluk ortalamalarima (A degerleri) karsi log-yogunluk oranlarmnin (M
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degerleri) bir grafigidir. 2 6rnek arasinda benzer ifadeye sahip genler M=0 degeri etrafinda
kiimelenecektir. M=0 c¢izgisinden uzak noktalar anlamli ekspresyona sahip genleri
gostermektedir. Ornegin; noktalar M=0 ¢izgisinin {istiinde ve altinda ise ilgili gen sirasiyla
yukar1 dogru ve asagi dogru diizenlenmektedir (Anonymous e 2021). Sekil 27°de verilen MA
grafikleri incelendiginde yumurta ve nimf 6rnekleri i¢in yukar1 diizenlenen genlerin (kirmizi
renkli) yogun oldugu oOzellikle (M>1 ve A>1’den sonra), A>3’ten sonra bu yogunlugun
azaldigi, asagi diizenlenen genlerin (mavi renkli) yogunlugunun yukari diizenlenen genlerin
yogunluguna kiyasla az oldugu, M=0 ¢izgisinde benzer ifadeye sahip genlerin yogunlugunun
asag1 diizenlenen genlere kiyasla fazla oldugu goriilmektedir. Yumurta ve ergin ornekleri i¢in
cizilen MA grafigine bakildiginda yumurta ve nimf orneklerine kiyasla yukari ve asagi
diizenlenen genlerin daha fazla yogun oldugu, benzer ekspresyonlara sahip genlerin
yogunlugunun azaldig1 anlasilmaktadir. Nimf ve ergin ornekleri icin ¢izilen MA grafikte ise
benzer ifadere sahip genlerin yogunlugunun arttig1 ancak yukari ve asagi diizenlenen genlerin
yogunlugunda ciddi azalma oldugu ayrica asagi diizenlenen bazi genler i¢cin M<-3 oldugu
bulunmaktadir. Yumurta, nimf ve ergin evrelerdeki ifade olan genlerin yogunluk degerleri
dikkate alindiginda o6zellikle yumurta evresindeki ifade olan genlerin nimf ve ergin
evredekilere kiyasla farkliliklarinin yogun oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Bu cikarim Sekil
26’daki yogunluk grafikleri ile uyum saglamaktadir.

MA grafigi istatistiksel 0l¢timleri dikkate almamaktadir. Bu nedenle 6rnekler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar1 olan genleri MA grafiginden sdyleyemeyiz. Eger boyle bir
veri isteniyorsa volcano grafikleri kullanilmalidir (Anonymous e 2021). Volcano grafigi,
volkan gibi bir sekle sahip 2 boyutlu bir dagilim grafigidir ve log2 kat degisikligi (1og2FC) (x
ekseni) ve p degeri (-logl0) (y ekseni) agisindan iki farkli numune kosulundan (&rn.
Boceklerin gelisim evrelerinden yumurta ve nimf evresi) istatistiksel olarak anlamli gen
ekspresyonu degisikliklerinin gorsellestirilmesi ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir.
Volcano grafikleri ile omik arastirmalarindan (6rn. Transkriptomik, genomik, proteomik...)
elde edilen binlerce genin ifadesini gorsellestirmek ve 6nemli degisikliklere sahip genleri
saptamak kolaylagsmaktadir (Anonymous e 2021). Pozitif x ekseni degerleri yukari
diizenlenen genleri verirken, negatif x degerleri asagi diizenlenen genleri vermektedir (EI-
Ashram et al. 2017). Sekil 27°deki volcano grafikleri, MA grafikleri ile uyumlu olacak sekilde
sonuclar vermektedir. Yumurta 6rnegindeki diferansiyel genlerin nimf ve ergin 6rneklerindeki
diferansiyel genlerin karsilastirilmasinda yukari diizenlenen genlerin fazla oldugu ancak nimf
ve ergin Orneklerindeki differansiyel genlerin kiyaslanmasinda yukar1 diizenlenen genlerin
miktarinda azalma oldugu, asagi diizenlenen genlerin miktarinin yukari diizenlenen genlere

yakin oldugu ancak diger 6rnek karsilatirmalarina gore azaldigi anlagilmaktadir.
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Degiskenler arasindaki iliskileri gozlemlemek igin kullanilan sagilma grafikleri, iKi
farkli sayisal degiskenin degerlerini temsil etmek i¢in noktalar1 kullanmaktadir. Yatay ve
dikey eksendeki her noktanin konumu, tek bir veri noktasi i¢in degerleri belirtmektedir
(Anonymous a 2021). Sekil 28’de verilen sa¢ilma grafikleri incelendiginde benzer
ekspresyonlara sahip genlerin genelde giiclli, pozitif ve linear olarak sacilim gdsterdikleri,
yumurta ve nimf ile yumurta ve ergin drneklerindeki yukar1 diizenlenen diferansiyel genlerin
giiclii ve pozitif bir iligki gostermekle birlikte birbiriyle c¢ok iliskili olmayan genlerin (
sacilimdan uzak olan kirmizi noktalar) oldugu da anlasilmaktadir. Yumurta ve nimf ile
yumurta ve ergin orneklerindeki asagi diizenlenen diferansiyel genlerin giiclii ve pozitif bir
iliski gostermekle birlikte birbiriyle ¢ok iliskili olmayan genlerin (sagilimdan uzak olan mavi
noktalar) oldugu da anlasilmaktadir. Nimf ve ergin’deki yukar1 ve asagi diizenlenen genlerin
olduk¢a azalmakla birlikte genler arasindaki iliskinin uzaklastigi (noktalar arasindaki

bosluklar artmistir) anlasilmaktadir.

Is1 haritalar1 (heatmap) her rengin belirli bir deger kiimesini temsil ettigi siirekli bir
renk haritasidir (Bedre et al. 2015). Sekil 29°da diferansiyel eksprese olan genlerin 1s1 haritasi
verilmigtir. Burada mavi renk koyulastikca diferansiyel eksprese genlerin ekspresyonunun
arttig1 kirmizi renge dogru gidildikce diferansiyel eksprese genlerin ekspresyonunun azaldigi

anlasilmaktadir.

RNA-seq transkriptom calismasi ile birlikte kitin sentaz 1 genine ait dizilim 774 baz
olarak elde edilmistir. qRT-PCR ifade sonuglarinin gosterildigi Sekil 30 incelendiginde kitin
sentaz 1 geninin yumurta, nimf ve ergin evrede eksprese oldugu ancak en ¢ok yumurta
evresinde en az nimf evresinde eksprese oldugu anlasilmaktadir. Panonychus citri’nin
yumurta, larva, nimf ve ergin evrelerinde kitin sentaz 1 geninin ekspresyonu iizerine yapilan
calismada en yiiksek ekspresyon seviyesi yumurta evresinde gozlenmistir ve diger evrelerde
oldukga azalmistir (Xia et al. 2014). Panonychus citri’nin yumurta, larva, ergin, nimf ve ergin
evrelerinde kitin sentaz 1 geninin ekspresyonu iizerine yapilan baska bir caligmada ise yine
yumurta evresinde en yiiksek ekpresyon seviyesi gozlenmistir. Larva ve nimf doneminde
oldukca azalan kitin sentaz 1 geni ekspresyonu ergin donemde (Ozellikle disi orneklerde)
tekrar artis gostermistir (Ali et al. 2020). Dolayisiyla ¢alisma bulgular1 diger calismalarla
desteklenmektedir.

Sonug¢ ve Oneriler

1. R. simulans’in yumurta, nimf, ergin evre ornekleri i¢in RNA-seq transkriptom
analizi yapilmistir ve 509137 sekans sayisi, 370106677 total uzunluk, en uzun

sekans 35193 nt, en kisa sekans 178 nt, ortalama sekans uzunlugu 727 nt, %35,27
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GC igerigi, %32,36 Adenin, %32,27 Timin, %17,50 Guanin, %17,77 Sitozin
verileri elde edilmistir.

. Kitin sentazl genine yonelik sekans elde edilmistirve qRT-PCR c¢alismalar ile
dogrulama iglemi yapilmistir.

. Bu calismada elde edilen veriler ile bu canli ve bu canliyla yakin akraba olarak
bulunan canlilarda molekiiler tabanli olarak ¢aligsma yiiriitiilme potansiyeli oldukg¢a
yiiksektir.

. Kitin sentaz, béceklerin biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli oldugundan, bu ¢alisma

ile hasere kontrolii ve yonetimi i¢in yeni alternatifler saglanabilecektir.
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