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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

RICANIA SIMULANS’TA KİTİN SENTAZ 1 GENİNİN TRANSKRİPTOM ANALİZİ  

Serpil TURHAN 

Danışman: Dr. Öğr. Üyesi Semra ÇİÇEK 

Amaç: Ülkemizin Karadeniz Bölgesi’nde özellikle ekonomik öneme sahip bitkisel ürünlerde 

ciddi kayıplara neden olan Ricania simulans’a yönelik etkinliği yüksek biyolojik mücadelede 

bulunabilme yöntemlerinden biri genetik susturma olarak öne çıkmaktadır. Bu nedenle 

canlının büyümesine engel olmak için sekans bilgisine ve kitin sentaz 1 geninin moleküler 

dizilimine ihtiyaç bulunmaktadır. Bu çalışmada Ricania simulans’ın yumurta, nimf ve ergin 

dönemlerinde transkriptom verilerinin elde edilmesi ve Kitin Sentaz 1 geninin moleküler 

diziliminin ortaya konması ve ekspresyon çalışmaları ile doğrulanması amaçlanmıştır.  

Yöntem: Yumurta, nimf ve ergin evrelerdeki Ricania simulans örneklerinden Total RNA 

izolasyonu yapılmıştır. Örnekler üzerinde RNA-seq transkriptom analizi yapılmıştır. 

Biyoinformatik araçlar kullanılarak örnek kalitesi, okuma kalitesi, farklı gen 

ekspresyonlarının belirlenmesi, ısı haritalarının çıkarılması gibi analizler yapılmıştır. Daha 

sonra kitin sentaz 1 gen ekspresyonu için real time çalışmaları yapılmıştır. 

Bulgular: Ricania simulans’ın yumurta, nimf, ergin evre örnekleri için RNA-seq 

transkriptom analizi yapılmıştır ve 509137 sekans sayısı, 370106677 total uzunluk, en uzun 

sekans 35193 nt, en kısa sekans 178 nt, ortalama sekans uzunluğu 727 nt, %35.27 GC içeriği, 

%32.36 Adenin, %32.27 Timin, %17.50 Guanin, %17.77 Sitozin verileri elde edilmiştir. Kitin 

sentaz 1 genine yönelik sekans verisi elde edilmiştir ve Real Time PCR çalışmaları ile 

ekspresyon doğrulaması yapılmıştır. 

Sonuç: Kitin sentaz 1 geninin canlının nimf ve ergin evresinde eksprese olduğu ortaya 

konarak genetik susturma çalışmalarında hedef gen olarak kullanım potansiyeli 

oluşturulmuştur. 

Anahtar Kelimeler: Ricania simulans, Transkriptom analizi, Kitin sentaz 1 geni 

Ağustos 2021, 80 sayfa 
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ABSTRACT 

MASTER THESIS 

TRANSCRIPTOM ANALYSIS OF THE CHITIN SYNTHASE 1 GENE IN RICANIA 

SIMULANS  

Serpil TURHAN 

Supervisor: Assis. Prof. Dr. Semra ÇİÇEK 

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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GİRİŞ 

Ricaniidae ailesi, dünya çapında 46 cins ve 450 tür içeren bir hemipter böcek (kan ve 

bitki özsuyu emerek yaşayan, birinci çift kanatlarının son yarısı, ikinci çiftin tümü zarımsı 

olan hortumlu böcekler topluluğu, yarım kanatlılar) grubudur. Bu aile çoğunlukla tropikal 

Afrika, Asya ve Avusturalya’da bulunmaktadır (Xu et al. 2006). Bu böceklerin çoğu opak 

veya hassas kahverengi desenli üçgen kanatlara sahiptir.  

Ricaniidae familyasında yer alan ve halk dilinde vampir kelebek olarak adlandırılan 

Ricania simulans (Walker 1851) sırasıyla yumurta, nimf ve ergin halde bulunmaktadırlar. 

Ergin dişiler yılda ortalama 50 yumurta (beyaz renkte, şeffaf ve tek sıra halinde) 

bırakmaktadır (Alev 2014). Nimfler 5 nimf aşamaya sahiptir ve Mayıs ayı sonunda ortaya 

çıkmaktadır. Ergin olanlar ise Temmuz ayı başlarında ortaya çıkar ve yumurtalarını Ağustos 

ayı başlarında bırakmaya, yumurta sahnelerine geçmeye ve bir yılda bir nesil vermeye 

başlamaktadır (Göktürk vd 2017) (Şekil 1). R. simulans nimf ve ergin evreleri, tüm tarımsal 

bitkileri, çalıları ve genç ağaçları ev sahibi olarak tercih etmektedir ve bu bitkilerin öz suyuyla 

beslenmektedir.  

 

Şekil 1. Nimf ve ergin Ricania simulans’a ait mikroskop görüntüleri 

R. simulans son 10-12 yıldır ülkemizde özellikle Karadeniz Bölgesi’nde (Artvin, Rize, 

Trabzon, Giresun ve Ordu illerinin bulunduğu sahil şeridi boyunca) giderek artan bir ilgiyle 

takip edilmektedir. Çünkü bu Ricaniia türü, bu bölgedeki başta çay üretimi olmak üzere çok 

sayıda bitki türüne (kivi, mandalina, asma, fasulye vb.) ciddi zarar veren ve bunun sonucunda 
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ekonomik kayıplara neden olan bir polifagdır (birçok çeşit besinle beslenen organizma). 

Ayrıca son zamanlarda R. simulans’ın Marmara Bölgesi’nde de görülmeye başlandığı ifade 

edilmektedir (Göktürk ve Mıhlı, 2015; Göktürk vd 2017; 2018).  

R. simulans’a karşı en yaygın kontrol seçeneği kimyasal pestisit uygulamasıdır. Ancak 

Karadeniz Bölgesi’nde çay ve fındık üretimi nedeniyle kimyasal pestisit kullanımın yasaktır. 

Bu nedenle R. simulans için alternatif mücadele yöntemleri, yeni stratejiler araştırılmaktadır. 

Ülkemizde bu amaçla ışık tuzakları, bazı bitki türlerinden (Achillea biebersteinii, Origanum 

onites, Rosmarinus officinalis, Salvia pratensis, Satureja hortensis ve Tanacetum balsamita) 

elde edilen esansiyel yağlar, bazı bakteriler (Brevibacillus brevis, Bacillus thuringiensis 

subsp. Kenyae, Bacillus subtilis, Pseudomonas chlororaphis, Bacillus sphaericus ve 

Beauveria bassiana) kullanılmıştır (Göktürk ve Mıhlı, 2015; Göktürk vd 2017; 2018).  

Ancak giderek yayılan R. simulans ile mücadele için alternatif yolların araştırılmasına 

ihtiyaç vardır. Nitekim Tarım ve Orman Bakanlığı, Tarımsal Araştırmalar Genel Müdürlüğü 

(TAGEM) tarafından Ar-Ge Destek Programı kapsamında 13. Proje Başvuru Çağrısı’nda 

“Ricania sp. ile kimyasal haricinde diğer mücadele olanaklarının araştırılması” şeklinde 

çalışma konusuna yer vermiştir. Dolayısıyla, R. simulans’a yönelik çalışmalar ülkemizin 

öncelikli konularındandır. Şimdiye kadar, mekanik kontrol dışında bu zararlıya karşı etkili bir 

kontrol mekanizması kullanılamamıştır. Bu nedenle, bu zararı ekonomik zarar verme 

seviyesinin (EIC: economic injury level) altında tutmak için etkili bir kontrol mekanizması 

geliştirilmelidir.  

R. simulans ile gen susturma teknikleri aracılığıyla moleküler anlamda mücadele 

etmek için R. simulans’a ait ilgili genlerin sekans diziliminin belirlenmesi gerekmektedir. 

21.07.2021 tarihinde bakıldı ve güncel verilere tekrar bakıldığında da National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)’da Ricania için yapılan nükleotit dizilimi taramalarına 

göre oldukça az sonuç bulunmaktadır: Ricania shantungensis (129), Ricania japonica (15), 

Ricania marginalis (6), Ricania simulans (6) 

Β-1,4 glikosidik bağlarla bağlanmış N-asetilglukozaminlerin doğrusal bir 

homopolimeri olan kitin, selülozdan sonra doğada en bol bulunan ikinci biyolojik 

polisakkarittir (Merzendorfer ve Zimoch 2003). Mantarlarda, süngerlerde, nematodlarda, 

yumuşakçalarda, eklembacaklılarda, balıklarda, amfibiyanlarda ve bazı alglerde yaygın olarak 

bulunmaktadır (Daimon et al. 2003; Minamoto et al. 2015; Tang et al. 2015). Böceklerde, 

kitinin, kütikül, beslenme kanalı, trakeal sistem, genital kanallar ve çeşitli dermal bezlere ait 

kanalların önemli bir yapısal bileşeni olduğu ve vücut şeklinin korunmasında, dış mekanik 

bozulmalardan korunmada büyük rol oynadığı doğrulanmıştır (Hedegus et al. 2009; 
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Moussian, 2010; Zhu et al. 2016). Büyüme ve gelişme için, böcekler periyodik olarak eski dış 

yapılarını sindirmeli ve bu sindirme sırasında yeni ve daha gevşek bir dış yapı üretmelidir 

(Merzendorfer 2006). Kitin sentaz (Chitin synthase: CHS; EC 2.4.1.16), kitin sentez yolunun 

son aşamasında yer alan hayati bir enzimdir. CHS, kitin içeren tüm organizmalarda bulunan 

yüksek oranda korunmuş bir enzimdir (Arakane et al. 2012; Alvarenga et al. 2016). Böcek 

CHS’leri, aile 2 glikoziltransferazlara ait büyük transmembran proteinleridir. Bugüne kadar, 

CHS’ler, Coleoptera, Lepidoptera, Orthoptera, Hemiptera ve Diptera dahil olmak üzere 

familyalarına ait, çeşitli böcek türlerinde klonlananmış ve sekanslanmıştır (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 

benzerliği, dağılımı ve fizyolojik fonksiyonlarına dayanarak, böcek kitin sentazları iki türe 

ayrılmaktadır: CHS1 ve CHS2 (Merzenfonder et al. 2011). CHS1, birincil olarak hem kütikül 

ve trakealarda, hem de ön bağırsak ve kalın bağırsak astarlarında kullanılan kitin 

oluşumundan sorumlu iken CHS2, orta bağırsağın peritrofik membranında (PM) kitin 

sentezinden sorumludur. Bugüne kadar, CHS genlerinin işlevleri, Tribolium castaneum, 

Anthonomus grandis, Spodoptera exigua, Bactrocera dorsalis, Drosophila melanogaster,  

Locusta migratoria, Laodelphax striatellus ve Nilaparvata lugens gibi hem tam metabolik 

hem de yarı metabolik böceklerde RNA ile susturma (RNA interference: RNAi) kullanılarak 

kapsamlı bir şekilde araştırılmıştır (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 sonuçlar, CHS genlerinin hayatta kalma, ekdiz, doğurganlık ve 

yumurtadan çıkma için gerekli olduğunu göstermiştir. Özetlemek gerekirse, kitin biyosentezi, 

böcek büyümesi ve gelişimi için çok önemlidir ve kitin biyosentezine katılan CHS enzimleri, 

böcek zararlılarının kontrolü için yeni stratejilerin tasarımı için umut verici hedeflerdir.   

R. simulans’ta CHS1 genine yönelik herhangi bir karakterizasyon ve sekanslama 

çalışması bulunmamaktadır. R. simulans’ta bulunma olasılığı yüksek olan bu genlere ait 

nükleotit dizilimi çalışılmadığı için yine bu genlerle ilgili genetik susturma amacıyla bir 

çalışmada yapılamamaktadır. Bu nedenle, bu çalışmada R. simulans için RNA-seq 

transkriptom analizi ile CHS1 genine yönelik moleküler bir karakterizasyon elde edilmesi 

amaçlanmıştır. 
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KURAMSAL TEMELLER 

Ricania simulans  

Ricania simulans’a ait taksonomik sınıflandırma şu şekildedir: 

Alem       : Hayvan 

Şube             : Arthropoda 

Altşube          : Hexapoda 

Sınıf               : Böcek 

Takım          : Hemiptera 

Üst familya  : Fulgoroidea 

Familya        : Ricaniidae 

Cins              : Ricania 

Tür                : Ricania simulans (Walker, 1851) 

Tropik ve Palearktik bölgelerde pek çok Ricania türü görülmektedir ve en yaygın 

yaşadığı yerler Çin, Gürcistan, Japonya, Rusya, Güney Kore, Tayvan ve Ukrayna olarak 

belirtilmektedir (Tsaur 2005; Urban and Cryan, 2007). R. simulans’ın anavatanı Güney 

Asya’dır ve 1900’lerde Rusya’ya 1950’lerde Gürcistan’a ve 2006’da Türkiye’de Doğu 

Karadeniz Bölgesi’ne özellikle Artvin, Rize, Trabzon, Giresun ve Ordu’ya göç etmiştir 

(Avidzba and Bobokhidze 1982; Demir 2009; Gökturk ve Aksu 2014; Göktürk vd 2017). 

R. simulans’ın hayat döngüsü, yumurta evresi, mimf ervresi ve ergin evresi olmak 

üzere 3 evreden oluşmaktadır.  Yumurta evresinde ergin R. simulans’lar bölgeye göre Ağustos 

ayının başında yılda bir kez, bir dölde 50 adet yumurta/dişi bırakmaktadırlar. Renkleri şeffaf 

beyaz olan yumurtalar genellikle çay, mandalina, asma, kivi ve fasulye gibi bitkilere tek sıra 

halinde bırakılmaktadır (Şekil 2). Ağustos ve Haziran ayları arasındaki dönemi yumurtalar bu 

şekilde bitki üzerinde geçirerek Haziran ayında nimf evresine geçmektedirler (Alev 2014).  
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Şekil 2. Ricania simulans’a ait tek sıra halinde dizili yumurtalar 

Nimf evresine geçen ve ortalama boyları 4 mm olan R. simulans’lar Mayıs ayı 

sonunda ve Haziran ayı başlarında ortaya çıkmaktadırlar. 5 farklı nimf evresinde iken 

vücutlarının arka kısımlarındaki beyaz tüyleri kamuflaj amacıyla kullanmaktadırlar (Şekil 3). 

 

Şekil 3. Ricania simulans’a ait nimfler  

Temmuz ayının ortalarında ergin forma geçen ve boyları ortalama 7-13 mm olan, opak 

veya kahverengi desenli üçgen kanatlara sahip R. simulans’lar Ağustos ayının başlarında 

çiftleşme dönemini geçirdikten sonra yumurtalarını bitkiye bırakırlar ve yaklaşık üç ay 

canlılıklarını sürdürürler (Göktürk vd 2017) (Şekil 4). R. simulans nimf ve ergin evreleri, tüm 

tarımsal bitkileri, çalıları ve genç ağaçları ev sahibi olarak tercih etmektedir ve bu bitkilerin 

öz suyuyla beslenmektedir. 
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Şekil 4. Ricania simulans’a ait erginler 

Ricania simulans’ın Zararı 

R. simulans nimf ve ergin dönemlerinde tarım bitkileri, çalılar, genç ağaçların kök, 

yaprak, meyve ve dalları üzerine konarak bitki öz suyunu emerek ve yumurtalarını tek sıra 

halinde bırakarak zarar vermektedir (Göktürk ve Mihli 2016). Trabzon, Rize ve Artvin 

illerinde tarımsal faaliyet değerlendirildiğinde; fındık üretiminin %10’u, kivi üretiminin % 

61’i ve çay üretiminin %97’si bu illerde yapılmaktadır (Paksoy ve Memiş 2006; Yavuz 2007; 

Kontas 2012). Bu ekonomik öneme sahip bitkiler, meyve ağaçları, bu bölgede yetişen diğer 

bitki türlerinin çoğunluğu ve özellikle Solanum carolinense adlı yabancı ot türü R. simulans 

tarafından potansiyel tehdit altındadır. Türkiye’de Karadeniz Bölgesi’nde yetişen ürünlerde 

herhangi bir kimyasal mücadele yöntemi uygulanmamaktadır (Gokturk ve Aksu 2014). Bu 

nedenle özellikle Karadeniz Bölgesi’nde yer alan tarım alanlarında R. simulans’a karşı 

kimyasal mücadele yöntemi oldukça sınırlı kalmaktadır (Torun ve Taluğ 2005). 

R. simulans için en çok önerilen kontrol yöntemi yumurtlama yapılan çit bitkileri, çalı 

bitkileri ve çok yıllık otsu bitkilerin temizlendiği ve biyolojik mücadelelerin uygulandığı 

kontrol yöntemleridir. Bu alanda çeşitli çalışmalar yapılmıştır. 

Ricania simulans’a Yönelik Mücadele Yöntemleri 

Güçlü vd (2010) tarafından yapılan çalışmada entomopatojenik mantar olan 

Lecanicillium muscarium’un R. simulans’a karşı etkinliği laboratuvar ve arazi şartlarında 

araştırılmıştır. Laboratuvar şartlarında L. muscarium’un 6 izolatı çay yaprakları üzerine tek 

doz (1x107/mL) olarak uygulanmıştır.  Bir haftalık periyotta L. muscarium kaynaklı R. 

simulans ölüm oranları %50,95- %74,76 arasında değişmiştir. Ortalama ölümcül süre (LT50) 

değerleri ise 2,34-3,90 gün arasındadır. Alan şartlarında L. muscarium suşu Lm4 nimf ve 

yetişkin R. simulans’a karşı kivi meyve ağaçlarına tek doz  (1x107/mL) halinde uygulanmıştır. 

LT50 değerleri nimf ve yetişkin R. simulans için sırasıyla 4,18 ve 6,49 gün olarak tespit 
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edilmiştir. Araştırmacılar, çalışma sonucunda alan çalışmalarında nimflerin yetişkinlere 

kıyasla bu mantara karşı daha zayıf olduğunu, L. muscarium suşu Lm4’ün R. simulans’ın 

biyolojik kontrolü için çevre dostu bir yaklaşım olabileceğini önermişlerdir. 

Ak vd (2013) tarafından yapılan çalışmada azadirachtin ve spinosad etki maddeli 

biyopestisitlerin R. simulans’a karşı etkinliği araştırılmıştır. Bu çalışmada 2009-2011 yılları 

arasında Hopa (Kemalpaşa) ve Rize (Merkez)’de R. simulans’a karşı bu ilaçların farklı 

dozları, 3 tekerrürlü olacak şekilde değerlendirilmiştir. Çalışmada 60x80 cm boyutlarına sahip 

ve içinde 20 adet nimf bulunan kafesler, R. simulans ile tanışmamış kivi sürgünlerine 

yerleştirilmiştir. Daha sonra farklı dozlarda (Azadirachtin için; 250-300-350-400 ml/100 lt; 

Spinosad için; 15-20-25-30-35 ml/100 lt)) ilaç uygulamaları yapılmıştır. 1, 2, 3 ve 7. gün 

sonunda kafeslerdeki canlı ve ölü nimfler sayılarak istatistiksel analiz yapılmıştır. 

Araştırmacılar, çalışma sonunda biyopestisitlerden azadirachtin’in en yüksek dozunun 

(400ml/100lt) sadece %30 oranında bir etkiye sahip olduğunu, spinosad’ın ise 35 ml/100lt 

dozunun %71,2-78,7 oranında etkili olduğunu belirtmişlerdir. 

Kibar vd (2014) tarafından yapılan çalışmada böcek patojeni olan Conidiobolus 

coronatus’un, nimf R. simulans’lara karşı laboratuvar ve alan şartları altında etkisi 

araştırılmıştır. Laboratuvarda, C. coronatus’a ait üç izolat (Cc1, Cc2, Cc3) farklı dozda 

(1x107/mL) çay yaprakları üzerine nimf R. simulans’lara karşı uygulanmıştır. 6 günlük bir 

periyottan sonra ölüm oranları %100’e ulaşmıştır ve ortalama ölüm zamanı değerleri (LT50) 

3,19 ile 3,66 gün arasındadır. Alan şartlarında, C. coronatus suşu Cc3 tek doz halinde 

(1x107/mL) elma ağaçları üzerinde nimf R. simulans’lara karşı uygulanmıştır. LT50 değeri 

alan çalışmasında 4,33 gün olarak tespit edilmiştir. Araştırmacılar, çalışma sonunda, C. 

coronatus suşu Cc3’ün Ricania simulans’a karşı potansiyel bir entomopatojenik ajan 

olabileceğini önermişlerdir. 

Göktürk ve Mıhlı (2015) tarafından yayınlanan çalışmada 2013 ve 2014 yıllarında 

Artvin ili, Hopa ilçesi, Kemalpaşa beldesinde temmuz ve ağustos aylarında ergin R. 

simulans’ların bazı tuzaklar ile toplanmasına yönelik veriler raporlanmıştır. Bu tuzaklar, 

53.34x4.06 cm ebatlarında olan 8 adet Huqing marka çift taraflı yapışkan özellikli tutkal 

alaşımlı bantlar, ışık tuzağı olarak da huni tabanlı mor ışık bulunduran 1 litrelik toplama kabı 

olan tuzaklar ve 21:00-06:00 arası çalıştırılan 4 adet ışık tuzağı olarak tasarlanmıştır. Tuzaklar 

5-6 günde bir kez toplamda 13 kez kontrol edilmiştir ve düşen ve yapışan R. simulans sayıları 

Bağımsız İki Örnek t-Testi ile değerlendirilmiştir. Araştırmacılar, çalışma sonucunda ışık 

tuzaklarına asılış süresi boyunca 4-694 adet R. simulans ergini düştüğünü, yapışkan bantlara 
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ise 6-33 arası R. simulans yapıştığını belirterek ışık tuzaklarının en azından bireysel 

mücadelede kullanılabileceğini belirtmişlerdir. 

Çetin ve Sezen (2016) tarafından yapılan çalışmada, R. simulans’ın bakteriyel biyota 

biyolojik mücadele amacıyla araştırılmıştır. Çalışma doğrultusunda 12 bakteri izolatı 

hazırlanmıştır: Pseudomonas oleovorans (Rs1), Pseudomonas parafulva (Rs2, Rs3 ve Rs5), 

Pseudomonas sp. (Rs4, Rs7, Rs9), Pantoea sp. (Rs6), Microbacterium paraoxydans (Rs8), 

Bacillus safensis (Rs10), Chryseobacterium indoltheticum (Rs11) ve Bacillus thuringiensis 

(Rs12). Çalışmada nimf R. simulans’lar üzerine beş farklı doz uygulaması (1.8x105 

bakteri/mL, 1.8x106 bakteri/mL, 1.8x107 bakteri/mL, 1.8x108 bakteri/mL, 1.8x109 

bakteri/mL) yapılırken ergin R. simulans üzerine üç farklı doz uygulaması (1.8x107 

bakteri/mL, 1.8x108 bakteri/mL, 1.8x109 bakteri/mL) yapılmıştır. Araştırmacılar, çalışma 

sonunda 10 gün içinde en fazla ölüm oranının (%82) nimf R. simulans’larda Rs4 

uygulamasıyla elde edildiğini ve ergin R. simulans için %80 ölüm oranının Rs10 

uygulamasıyla sağlandığını rapor etmişlerdir. Araştırmacılar, Rs4’ün R. simulans’ın biyolojik 

kontrolü için potansiyel bir ajan olabileceğini önermişlerdir. 

Göktürk ve Mihli (2016) tarafından yapılan çalışmada R. simulans’a karşı Pyrethrum 

(Spruzit Neu) (150ml/100 lt, 300 ml/100 lt, 600 ml/100 lt dozlarda) ve Bacillus 

thuringiensis (Dipel DF)  (100 g/100 lt, 300 g/100 lt, 500 g/100 lt dozlarda) biyopestisitleri 

kullanılmıştır. 2015 yılında yaz aylarında Artvin’de nimf ve ergin R. simulans’lara belirtilen 

dozlarda yapılan biyopestisit uygulamasında elde edilen veriler tek yönlü varyans analizi ve 

Duncan testi ile analiz edilmiştir. Araştırmacılar, çalışma sonunda nimf R. simulans üzerinde 

en etkili sonuçların 100 g/100 lt Dipel DF, 300 g/100 lt Dipel DF, 500 g/100 lt Dipel DF 

(%99 etkinlik oranı), ergin R. simulans üzerinde ise en etkili sonuçların 600 ml/100 lt Spruzit 

Neu (%96 etki oranı) ve 500gr/100 lt Difel DF (%93 etki oranı) ile elde edildiğini rapor 

etmişlerdir. 

Göktürk vd (2017) tarafından yapılan çalışmada 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 yağlar R.simulans’ın nimf ve ergin formlarına karşı 

biyolojik mücadelede denenmiştir. Kontrol olarak etanol ve steril su karışımı, pozitif kontrol 

olarak Neemazal da kullanılmıştır. Esansiyel yağlar etanol ve su karışımında 

çözündürülmüştür ve R. simulans üzerine 10, 15 ve 20 µL/petri doz olacak şekilde sprey ile 

aktarılmıştır. Araştırmacılar, çalışma sonunda 20 μL/petri konsantrasyonunda 96 saatlik bir 

maruziyetten sonra,  nimf ve ergin R. simulans’ın ölüm oranları sırasıyla% 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
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23,3-50,8 olarak rapor etmişlerdir. Ayrıca, R. officinalis esansiyel yağının 0,15, 20 µL/petri 

dozlarının 24, 48, 72 ve 96 saat sonunda nimf R. simulans’ta sırasıyla %8,33, %26,6, %47,5, 

%74,1 ölüm oranı ile en yüksek etki gösterdiği bildirilmiştir. 

Göktürk vd (2018) tarafından yayınlanan çalışmada Brevibacillus brevis’in 2 suşu 

(CP-1, FD-1), Bacillus thuringiensis (FDP-1), Bacillus thuringiensis alt suşu Kenyae’nin 2 

suşu (FDP-8, FDP-42), Bacillus thuringiensis alt suşu Kurstakii’nin 2 suşu (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 üzere toplamda 10 bakteri suşu R. 

simulans’a yönelik biyolojik mücadelede denenmiştir. Bu biyolojik ajanlar, R. simulans’ın 

nimf ve ergin formları üzerine sprey ile aktarılmışlardır. Araştırmacılar, çalışma sonunda B. 

thuringiensis subsp. kenyae, B. brevis ve B. sphaericus GC altgrup D’nin nimf R. simulans 

üzerine en etkili biyolojik ajan olduklarını, B. thuringiensis alt suşu kurstakii, P. chlororaphi, 

B. Brevis’in ergin R. simulans üzerine en etkili biyolojik ajan olduklarını belirtmişlerdir. 

Ayrıca araştırmacılar, kontrollü şartlar altında, ölüm oranlarının nimf uygulamalarında % 

19,58-% 42,08 oranında ergin uygulamalarında ise %6-18 oranında değiştiğini rapor 

etmişlerdir. 

Kitin 

Yunanca “kiton” kelimesinden türetilen ve zırh anlamına gelen kitin ilk olarak Charles 

Hatchett tarafından 1799’da deniz hayvanlarının kabukları üzerinde yaptığı deneyler 

sırasında, böcek kütikülündeki "olağan kimyasala özellikle dirençli bir materyalin" varlığı ile 

ifade edilerek keşfedilmiştir (Hatchett 1799; Crini 2019). 1811’de kitin, Henri Braconnot 

tarafından mantarların su, alkol ve seyreltik alkali fongin/fungin ile ekstraksiyonundan sonra 

kalan çözünmez kalıntı olarak ifade edilmiştir (Braconnot 1811a, 1811b; Crini, 2019). Daha 

sonra kitin Odier tarafından 1823’te Cockchafer elytra’nın potasyum hidroksit 

uygulamasından sonra elde edilen boynuzsu bir materyal olarak raporlanmıştır (Odier 1823; 

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

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

Kitin (β- (1–4) -poly-N-asetil-D-glukozamin) dünyadaki tüm canlı organizmaların % 

70'inden fazlasında bulunabilen biyolojik olarak önemli bir biyopolimerdir ve selülozdan 

sonra en bol bulunan ikinci polisakkarittir (Kaya vd 2017). Kitin nötral pH şartlarında zayıf 

çözünürlüğe 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 özelliklerinden dolayı gıda endüstrisinde enzim immobilizasyonu, aljinat varlığında 

antikor immobilizasyonu, yara sargısı, anti kanser ajan, doku mühendisliği, kanser tanıları 
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gibi birçok biyoteknolojik uygulamada kullanılmaktadır (Jayakumar et al. 2010; Zdarta et al. 

2015; Badwan et al. 2015; Azuma et al. 2015a; 2015b). Doğada sıralı makrofibriller halinde 

bulunan kitin, kabuklular, yengeçler, karidesler, böceklerin dış iskeletlerinde, beslenme 

kanalı, trakeal sistem, genital kanallar ve çeşitli dermal bezlerin kanallarında, nematodların 

yumurta kabuklarında,  ayrıca bakteri ve fungusların hücre duvarlarında bulunan ana yapısal 

bileşeni oluşturmaktadır (Ayyaru and Venkatesan 2006; Lee et al. 2008; Brodaczewska et al. 

2015). Kitin, bu canlılarda sert (olumsuz) çevre şartlarından koruma ya da anti parazit ve anti 

patojen immun tepkisinin gösterilmesi gibi işlevlere sahiptir (Lee et al. 2008, Elieh Ali Komi 

et al. 2018). 

Kitin polimerleri kitin sentaz tarafından hücre içinde sentezlenmektedir, daha sonra 

plazma membranına taşındıktan sonra katı kristal formları için birleşmektedir ve son olarak 

organizmaların kitin kısımları şekillenmektedir (Cohen 2001; Elieh Ali Komi et al. 2018). 

Kitin, mikrofibrillerin farklı dönüşümlerinden kaynaklı olarak α-kitin (en iyi karakterize 

edilen), β-kitin, ve γ-kitin (mantarlarda bulunur) şeklinde üç polimerik forma sahiptir (Elieh 

Ali Komi and Hamblin 2016). Eklem bacaklılar, yengeç, ıstakoz ve karides izole edilen α- 

kitin, doğada en çok bulunan ve en iyi karakterize edilen polimerik katmanları anti paralel 

şekilde konumlanan kristal kitin formudur. Mürekkep balığından izole edilen β-kitin, daha az 

bilinen, monoklinik kristal yapıda olan, molekül içi kuvvetleri zayıf olan, hidrojen bağı 

içermeyen paralel yapıda konumlanan kristal kitin formudur. Küf ve mayalardan elde edilen 

γ-kitin, iki paralel bir anti paralel zincir halinde konumlanmış kristal kitin formudur (Atasever 

2019) 

Kitin Sentezi 

Kitin, fibriler yapı iskelesi olarak hareket eden yaklaşık 20 tek şeker zincirinin sözde 

kristal mikrofibrillerini oluşturan β-(1–4)-poly-N-asetil-D-glukozamin polimeridir (Şekil 5). 

Kitin, β‐ glikosiltransferazlar ailesine ait bir integral membran proteini olan kitin sentaz (EC 

2.4.1.16) tarafından UDP‐ N‐ asetilglukozamin (UDP‐ GlcNAc) öncüleri kullanılarak 

sentezlenmektedir (Merzendorfer 2006). Ökaryotlarda kitin sentezi, dört enzimatik reaksiyon 

içeren bir dizide UDP‐ GlcNAc, fruktoz 6 fosfattan sentezlenmektedir. Glukozamin 6 fosfat 

sentaz (EC 2.6.1.16) enzimi ile Fruktoz 6 fosfat, Glukozamin 6 fosfat’a dönüştürülmektedir. 

GlcNAc-6-fosfat elde etmek için bir asetiltransferaz (EC 2.3.1.4) aracılığıyla asetil-koenzim 

A’dan bir asetil grup transferi yapılmaktadır. Fosfoasetilglukozaminmutaz (EC 5.4.2.3) 

tarafından katalize edilen GlcNAc‐ 1‐ fosfat izomerizasyonu ve UDP ‐  GlcNAc 

pirofosforilaz (EC 2.7.7.23) tarafından UDP‐ GlcNAc ile sonuçlanan GlcNAc‐1‐fosfatın 

üridilasyonu yapılmaktadır. Bununla birlikte kitin sentezindeki şeker parçasının UDP-
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GlcNAc'den büyüyen şeker zincirinin indirgenmeyen ucuna aktarılması şeklindeki kilit 

reaksiyon, kitin sentaz tarafından katalizlenmektedir (Merzendofer 2013). 

 

Şekil 5. Kitin oluşum aşamaları 
A:hücre içi oluşum B: hücre membranına taşınması C:Hücre membranında yapının şekillenmesi 

 

Şekil 6. Kitin yapısı (Çağlar 2005; Chaudhary et al. 2013) 
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Şekil 7. Kitin sentezi (Çağlar 2005) 

Kitin Sentaz Enzimi 

Kitin sentezleyen her organizmada bulunan, oldukça korunmuş ve glikosiltransferaz 

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

asetilglukozamin transferaz, EC 2.4.1.16) böcek kütiküllerinde, mantarların plazma zarlarında 

ve kitozom (chitosome) adı verilen özel trans-golgi veziküllerinin zarlarında bulunan bir 

membran içi proteinidir (Tellam and Eisemann 2000; Merzefonder and Zimoch 2003; 

Merzendorfer 2013; Ullah et al. 2020). 

Kitin sentazın katalitik kısmı, nükleotid, sakkarit ve ürün bağlanma (ki bu bölge kitin 

sentaz motifi QRRRW içermektedir) için korunmuş bölgeler içermektedir ve bu kısmın 



 

13 

sitoplazmaya dönük olduğu tahmin edilmektedir (Merzefonder, 2006; 2013) (Şekil 8). Bu 

enzim sadece Mg+2, Mn+2 ve Ca+2 gibi iki değerlikli katyonların varlığında aktif olmaktadır. 

 

Şekil 8. Tetranychus urticae’de Kitin sentaz 
1; A: Dikey çubuklar transmembran heliksleri göstermektedir. Oklar kitin sentaz imzaları olan QRRRW ve 

WGTR'yi ve tahmini bir sarmal bobin motifini (mavi) göstermektedir. NTR; N-terminal bölgesi, CD; katalitik 

alan, CTR; C-terminal bölgesi, 5-TMS; beş transmembran sarmalın transmembran segmenti. B: Yabani tip ve 

etoksazole dirençli T. urticae suşlarında 5-TMS kümesindeki 5. sarmalın amino asit dizileri. C: 5-TMS 

kümesinin 5. sarmalının 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 

üzere iki gen tarafından kodlanmaktadır (Kumar et al. 2008). CHS1 geni, kütikülde ve trakeal 

hücrelerde kitin üretimini katalizlemek için gerekli olan enzimleri kodlayan epidermal 

hücrelerde eksprese olmakta iken CHS 2 geni, böcek orta bağırsağında kitin üretimi için 

enzimleri düzenleyen peritrofik membranda ifade olmaktadır (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 böcek büyüme ve gelişmesi boyunca farklı şekilde ifade edilir 

ve düzenlenirler (Wang et al. 2012). 

Böcek CHS-1 geninin, CHS1a ve CHS1b şeklinde iki alternatif splayz varyant üretimi 

ile sonuçlanan alternatif ekzon içerdiği belirtilmiştir. İki varyant, şu ana kadar incelenen tüm 

böceklerde 59 amino asit kalıntısını kodlayan 177 baz çifti olan bir  bölgede farklıdır (Shirk et 

al. 2015; Zhu et al. 2016; Wang et al. 2019). Bununla birlikte, CHS 2 geni için alternatif 
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splayz varyantlarına dair bir rapor şu ana kadar bulunmamaktadır (Zhang et al. 2010; Wang et 

al. 2012; Yang et al. 2013; Wang et al. 2019). 

CHS-1 geni kütikülde ifade olduğundan dolayı birçok böcekte bulunmaktadır ancak 

peritrofik membranda ifade olan CHS-2 geni bazı böceklerde özellikle Hemiptera’larda 

peritrofik membran eksikliğinden dolayı daha az böcekte bulunmaktadır (Bansal et al. 2012; 

Wang et al. 2012;  Shang et al. 2016; Zhao et al. 2018; Ullah et al. 2020). Bu nedenle kitin 

biyosentezinin baskılanması için CHS-1 geni RNAi (RNA interference; RNA susturma) 

tabanlı böcek kontrolü için anahtar aday gendir (Wang et al. 2019). 

Bu sonuçlar, CHS genlerinin hayatta kalma, ekdiz, doğurganlık ve yumurtadan çıkma 

için gerekli olduğunu göstermiştir. Özetlemek gerekirse, kitin biyosentezi, böcek büyümesi ve 

gelişimi için çok önemlidir ve kitin biyosentezine katılan CHS enzimleri, böcek zararlılarının 

kontrolü için yeni stratejilerin tasarımı için umut verici hedeflerdir. 

Transkriptom (RNA-seq) 

RNA molekülleri, tüm canlı hücrelerin temel bileşenleridir. Belirli bir koşul altında 

belirli bir hücrede bulunan her bir RNA molekülünün kimliğini ve miktarını anlamak, RNA 

araştırmalarının nihai amacıdır. RNA hakkında bildiklerimizin çoğu, az sayıda spesifik 

molekülün analiz edildiği biyokimyasal yöntemlerin kullanıldığı çalışmalardan gelmektedir. 

RNA dizilerinin geniş ölçekte analiz edilmesini sağlayan yüksek verimli yaklaşımlar 

1990’ların başında ortaya çıkmıştır. Adams et al. (1992) tarafından geliştirilen ifade edilmiş 

sekans etiketi (expressed sequence tag: EST) yöntemi, tamamlayıcı DNA (cDNA) klonlarını 

kısmen dizileyerek gen ifadesini incelemektedir ve bu ifadeye karşılık gelen RNA’ların hem 

sekansını hem de miktarını ortaya çıkarmaktadır (Adams et al. 1992; Hrdlickova et al. 2017). 

EST verileri, 1990’larda genomlardaki yeni genlerin tanımlanmasında çok önemli bir rol 

oynamıştır. Bununla birlikte, yöntemin yüksek sekanslama maliyeti, ifade analizinde 

kullanımını sınırlandırmıştır. Ayrıca bu verilerin büyük ölçüde yarı-kantitatif olduğuna dair 

ciddi görüşler bulunmaktadır. Velculescu et al. (1995) tarafından geliştirilen Gen İfadesinin 

Seri Analizi (Serial Analysis of Gene Expression: SAGE) yöntemi ile cDNA başına yalnızca 

kısa bir etiket bölgesinin sıralaması sayesinde, gen başına esasına göre ifade analizinin 

maliyeti önemli ölçüde düşürülmüştür (Velculescu et al. 1995; Hrdlickova et al. 2017). 

1990’ların ortalarında DNA mikrodizi teknolojisinin ortaya çıkması büyük ölçekli çalışmalar 

için daha uygun fiyatta olması gibi avantajları sayesinde gen ifade analizleri için kullanılan 

EST ve SAGE yöntemlerinin geride kalmasını sağlamıştır (Schena et al. 1995; Lockhart et al. 

1996; Hrdlickova et al. 2017). Gen ifadelerinin DNA mikrodizi analizleri, transkriptlerden 

türetilen floresan etiketli hedeflerin, baskı veya yerinde sentez yoluyla katı bir yüzeye 
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tutturulmuş problara hibridizasyonuna dayanmaktadır. Ancak, yöntem genom çapında 

transkriptlerin araştırılmasını sağlarken, mikrodizi propların tasarlanması için bir öncü sekans 

bilgisinin veya referans genomların/transkriptlerin mevcut olması gerekliliği ve çapraz 

hibridizasyon ve arka plan sinyallerinin sıklıkla bazı genler için düşük spesifikliğe veya düşük 

hassasiyete yol açması bu teknolojinin geliştirilmesini ve uygulanmasını sınırlamıştır 

(Hrdlickova et al. 2017). 

2000’li yılların başlarında yeni nesil dizileme (Next Generation Sequencing: NGS) 

olarak da bilinen büyük miktarda paralel sekanslama (dizileme) yöntemi ortaya çıkmıştır. 

Kısa sürede büyük miktarda veriyi elde etme avantajından dolayı biyoloji ve tıp alanlarında 

devrim niteliğinde övgü alan yeni nesil dizileme yöntemi RNA araştırmalarını da hızla 

geliştirmiştir. RNA dizileme (RNA-seq) artık gen ifadesini incelemek ve yeni RNA türlerini 

tanımlamak için tercih edilen yöntemdir (Nookaew et al. 2012; Adiconis et al. 2013; Li et al. 

2014; Han et al. 2015). 

Transkriptom, hem tip hem de miktar açısından bir hücredeki tüm transkriptler 

kümesidir (Yamada et al. 2003; Bertone et al. 2004; David et al. 2006). RNA-seq, yüksek 

verimli DNA sekanslama teknolojileri kullanılarak tamamlayıcı DNA’nın (cDNA) doğrudan 

(direkt olarak) sekanslanmasını ve sekanslama haritasını takiben genom okumasını 

içermektedir. RNA-seq, eksonların ve intronların tanımlanmasında, sınırlarının 

haritalanmasında, genlerin 5′ ve 3′ uçlarının tanımlanmasına izin vermesi bakımından 

ökaryotik karmaşıklığı konusunda şimdiye kadar mümkün olandan daha kapsamlı bir anlayış 

sağlamaktadır. Aynı zamanda RNA-seq transkripsiyon başlangıç alanlarının tanımlanmasına, 

yeni splayz varyantlarının tanımlanmasına, allel ifadesinin izlenmesine, ekzon ifadesinin ve 

splayz varyantlarının net bir şekilde sayısal ölçümüne 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). 

Diğer teknolojilerle kıyaslandığında, RNA-seq çok yüksek bir sinyal-gürültü oranı ve 

çok geniş bir dinamik aralık sağlamaktadır. RNA-seq aynı zamanda biyolojik ve teknik 

kopyalar arasında yüksek bir korelasyon sağlayarak çok-tekrarlanabilir özelliktedir (Cloonan 

et al. 2008; Mortazavi et al. 2008; Nagalakshmi et al. 2008; Nagalakshmi et al. 2010). 

Yeterince sekanslanmış ve haritalanmış okunmalarla birlikte, hücre başına 1 ila 10 RNA 

molekülü bolluğunda bulunan nadir ancak fizyolojik olarak alakalı olan transkript türleri dahi 

tespit edilebilmektedir ve ölçülebilmektedir (Mortazavi et al. 2008). Bu nedenlerden dolayı, 

RNA-seq, transkriptomun yapısını tek baz çifti çözünürlükte analiz etmek, genomu açıklamak 
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ve genom ölçeğinde gen ifadesini ölçmek için güçlü bir yaklaşımdır (Nagalakshmi et al. 

2010). 

RNA-seq, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Mus musculus, 

Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, 

Bacillus halodurans dahil olmak üzere birçok organizmada başarıyla kullanılmıştır 

(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). 

Böceklerde Kitin Sentaz 1 Genine Yönelik Moleküler Karakterizasyon Çalışmaları 

Bolognesi et al. (2005) tarafından yapılan çalışmada Spodoptera frugiperda’da kitin 

sentaz geni için klonlama çalışması yapılmıştır. Birkaç transmembran segmenti içeren 1523 

amino asit bir proteini kodlayan tüm cDNA sekansı (4,6 kb) elde edilmiştir. Bu veriler 

AY525599 erişim numarası ile GenBank veritabanında sunulmaktadır. 

Wang et al. (2012) tarafından yapılan çalışmada Laodelphax striatellus ve Nilaparvata 

lugens’te kitin sentaz 1 genleri klonlanmıştır. L. striatellus'daki CHS1’e ait cDNA sekansı 

5084 bp’dir ve 4722 bp’lik bir açık okuma çerçevesi (ORF) ile tahmini molekül ağırlığı 180.8 

kDa olan 1573 amino asit kalıntı peptidini kodlama potansiyeline sahiptir. Herhangi bir sinyal 

peptidi öngörülmemiştir. N. lugens'deki CHS1’in ORF’si 4737 bp uzunluğundadır ve 

muhtemel molekül ağırlığı 181 kDa olan 1578 amino asit kalıntı peptidini kodlama 

potansiyeline sahiptir. 

Yang et al. (2013) tarafından yapılan çalışmada Bactrocera dorsalis’de kitin sentaz 1 

geni ve bu genin iki varyantına yönelik klonlama çalışması yapılmıştır. Tam uzunluklu 

cDNA, 1592 amino asit kalıntısından oluşan proteini kodlayan 4776 bt’lik ORF’ye sahip 

5,552 nt’ten oluşmaktadır. cDNA, başlangıç kodonunun (ATG) 685 nt akış yukarısında yer 

alan 5′ kodlanmayan bölgeyi (untranslated region (UTR) ve bir poli (A) kuyruğunda biten 88 

nt'lik 3′ UTR'yi içermektedir. Tahmini moleküler ağırlığı 180.7 kDa ve izoelektrik noktası 

6,50 olan siyal peptidi olmayan amino asit dizisi elde edilmiştir. Ayrıca bu çalışmada 3 alan 

öngörülmüştür: 10 transmembran sarmallı bir N-terminal alanı (A alanı), EDR ve QRRRW 

olmak üzere iki motifli, yüksek oranda korunmuş bir merkezi bölge (B bölgesi) ve ilave yedi 

transmembran sarmal içeren bir C-terminal bölgesi (C bölgesi). Yine bu çalışmada, 21, 911, 

955 ve 1311 nt konumlarındaki dört potansiyel N-glikosilasyon bölgesi (N-X-S/T), ExPASy 

Proteomics web sitesinden NetNGLyc 1.0 yazılımı kullanılarak tahmin edilmiştir. 

Shang et al. (2016) tarafından yapılan çalışmada Toxoptera citricida’da kitin sentaz 

geni klonlanmıştır. Tam uzunluk doğrulama deneyleri kitin sentaz geninin cDNA dizisinin   
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tahmin edilen moleküler kütlesi 175,0 kDa ve izoelektirik noktası 6,31 olan 1567 amino asit 

kalıntısını kodlayan 4704 bp’lik bir ORF içerdiği gösterilmiştir. Kitin sentaz genlerinde 3 alan 

tahini yapılmıştır: dokuz transmembran sarmallı bir N-terminal bölgesi (A bölgesi), EDR 

(863–865) ve QRRRW (900–904) olmak üzere iki motifli yüksek oranda korunmuş bir 

merkezi alan içerdiği varsayılan katalitik bölge (B bölgesi), ilave yedi transmembran sarmalı 

içeren bir C terminal bölgesi (C bölgesi). Ayrıca, bu çalışmada NetNGLyc 1.0 yazılımı 

kullanılarak 12 N-glikosilasyon bölgesi tahmini yapılmıştır. 

Wang et al. (2019) tarfından yapılan çalışmada Sogatella furcifera’de kitin sentaz 1 

geni ve bu gene ait 2 varyant klonlanmıştır. İki varyantın (CHS1a ve CHS1b) 1572 amino asit 

kodlayan 4719 bp ORF içeren cDNA uzunlukları 6408 bp’dir.  Elde edilen cDNA'lar 283 bp 

ve 1406 bp arasında 5' ve 3' kodlamayan bölgelere sahiptir. İki varyant, 4115 ve 4291 bp 

arasındaki cDNA dizisinde aynı pozisyonda meydana gelmektedir ve 59 amino asiti kodlayan 

ancak amino asit seviyesinde %74,6  özdeşlik gösteren 177 nükleotitten oluşmaktadır. 

Shao et al. (2020) tarafından yapılan çalışmada Glyphodes pyloalis Walker’da kitin 

sentaz genleri (kitin sentaz A ve kitin sentaz B) klonlama çalışması yapılmıştır. NCBI 

GenBank veri tabanına kitin sentaz A geni verileri MN915086 ve kitin sentaz B geni 

MN915087 erişim numaralarıyla kayıt edilmiştir. Kitin sentaz A geninin tam uzunluğu 5955 

bp'dir ve tahmin edilen molekül kütlesi 178.52 kDa ve izoelektrik noktası 6.54 olan 1564 

amino asit proteinini kodlayan 4695 bp’lik bir ORF bölgesi içermektedir. Kitin sentaz B 

geninin tam uzunluğu 5896 bp’dir ve tahmin edilen molekül kütlesi 174.99 kDa ve izoelektrik 

noktası 6.27 olan 1529 amino asit proteinini kodlayan 4590 bp'lik bir ORF bölgesi 

içermektedir.
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MATERYAL VE METOT 

Kullanılan Kimyasallar 

Tablo 1. Tez Dahilinde Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

KİMYASAL ADI TEMİN EDİLEN ŞİRKET 

Trızol Plus RNA Purification Kit Thermo 

Mops Bioperformance Certified, Cell Culture Tested,99 Sigma 

Formamıde Merck 

miSCRİPT II RT Kit Qıagen 

Beta-actin Antibody(C4) Santra Cruz 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master MİX(2X) Thermo 

Primer Oligomer 

Merkaptoetanol Sigma 

Etil Alkol Isolab 

Sodyum Asetat Merck 

EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) ZAG Kimya 

NaOH Merck 

Agarose Sigma 

Gel Loading Dye Blue (6X) Biolabs 

1 Kb DNA Ladder  GeneDirex 

Ethidium bromide Sigma 

Formamide Merck 

TE Buffer İnvitrogen 

Kullanılan Materyaller ve Cihazlar 

Tablo 2. Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar 

MATERYAL VE CİHAZLAR MARKA 

Etüv  Memmert 

Buzdolabı+4°C Arçelik 

Derin Dondurucu -20 °C Uğur 

Derin Dondurucu -80 °C Esco 

Elektroforez Biometra 

Elektroforez Güç Kaynağı Biometra 

Isıtmalı Manyetik Karıştırıcı Heidoph 

pH Metre Ohaus 

Çeker Ocak  Labcaıre 

Real Time PCR Qıagen 

Doku Parçalayıcı Qıagen 

Vortex Wisemiks 

Hassas Terazi Shimadzu 

Manyetik Karıştırıcı Wisestir 

Su Banyosu Wise Circu 

PCR  Bioer 

Mini Santrifüj Lab-Met 

Elektronik UV Görüntüleme  Ultra Lum Inc 

Buz Makinesi Scotsman 

Saf Su Cihazı GFL2001/2 

Otoklav  Wiseclave 

Mikrodalga Fırın  Arçelik 

Aura PCR Kabini  Bıoaır 

Pipetler  Eppendorf 
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Tablo 2. (Devamı) 

Pipet uçları Isolab 

Mikrosantrifüj Tüpü (2 ML /1.5 ML) Isolab 

PCR Tüpü Isolab 

Strip Tüp Qıagen 

Saklama Kutusu  Isolab 

Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışı 

Tablo 3. Tez Dahilinde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı 

ÇÖZELTİ ADI İÇERİK 

Lizis Tamponu % 1-β Merkaptoetanol RNA izolasnunuda kullanılmak üzere 1mL Lizis buffer 

üzerine 10µL Merkaptoetanol eklenerek hazırlandı. 

20 X mops  

1 X mops 10 mL 20 X MOPS 

190 mL DEPC H2O ile seyreltildi. 

Mops jel  0.7 gr AGAROZ  

4.38 mL 20X MOPS 

66.5 mL DEPC H2O 

15.6 mL FORMAMİD 

Mikrodalga’da kaynatıldı ve musluk altında soğutuldu. 

12.8 mL Et Br eklendi. 

10X TBE tamponu 700 mL distile su içerisinde 108 g Tris-base, 55 g Borik asit 

ve 40 mL 0,5 M EDTA çözülmüştür. Toplam hacim 1000 

mL’ye tamamlanmış ve otoklavlanmıştır. 

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

tamponu hazırlanmıştır. 

Primerlerin Hazırlanması Kullanılan primerler firmanın önerdiği miktarda 

sulandırılarak stok solüsyonu, daha sonra da uygun 

hesaplamalar ile 1 μM olacak şekilde çalışma solüsyonları 

hazırlanmıştır. 

% 1.8’lik agaroz 1.8 g agarose tartıldı 100 mL saf su ile çözüldü. 

% 1’lik agaroz  1 g agarose tartıldı 100 mL saf su ile çözüldü. 

%70’lik Etil Alkol 30 mL saf su üzerine 70 mL etil alkol eklenerek hazırlandı. 

DEPC H2O 0.1 mL DEPC 100 mL suya eklendi ve alt üst edildi. 37 °C’ 

de 12 saat bekletildikten sonra 15 dakika otoklav yapılarak 

kullanıma hazır hale getirildi. 

Örneklerin Toplanması 

Çalışmada kullanılan canlı materyalin (Ricania simulans) yumurta formu Rize’de 

Recep Tayyip Erdoğan Üniversitesi bahçesinden, nimf ve ergin formları ise Artvin’den temin 

edilmiştir. Atatürk Üniversitesi, Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü, Entomoloji Anabilim 

dalı öğretim üyelerinden Prof. Dr. Erol YILDIRIM tarafından canlının R. simulans olduğu 
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doğrulanmıştır. Bu organizma için yapılan bu tezde etik kurul belgesine gerek 

duyulmamaktadır. 

Örneklerin Çalışmaya Hazırlanması 

Rize’den alınan yumurtalar ve Artvin’den canlı olarak getirilen nimf ve ergin formlar 

ependorf tüplerine alınmıştır. Atatürk Üniversitesi Fen Fakültesi Kimya Bölümü’nden temin 

edilen sıvı azot ile bu örnekler dondurulmuştur. Örnekler daha sonra çalışmada kullanılmak 

üzere -80°C’de muhafaza edilmiştir. 

Toplam RNA İzolasyonu 

Örneklerden toplam RNA izolasyonu TRIzol® Plus RNA Saflaştırma Kiti (Katolog 

No:  12183555) kullanılarak steril kabin içerisinde yapılmıştır. İşlem basamakları kit 

protokolüne göre aşağıda verildiği şekilde takip edilmiştir: 

1. Örneklerin parçalanması ve fazların ayrılması: Örneklerin 20-100 mg doku kütlesi 

için 1 mL TRIzol™® ilave edilmiştir ve bir homojenizatör kullanılarak 

homojenizasyon işlemi yapılmıştır.  Nükleoprotein kompleksinin tamamen ayrışması 

için 5 dk boyunca inkübe edildikten sonra lizis için kullanılan 1 mL TRIzol™® 

reaktifi başına 0,2 mL kloroform eklenmiştir ve ependorf tüpü kapatılmıştır. 2-3 dk 

inkübasyon süresinden sonra örnekler 15 dk için 12,000 × g,  4°C koşullarında 

santrifüj edilmiştir. Karışım en altta kırmızı fenol-kloroform, ara faz ve en üstte 

renksiz sulu faz olacak şekilde ayrılmıştır. RNA’yı içeren renksiz sulu fazın yaklaşık 

600 μL’si yeni bir tüpe aktarılmıştır. Tüpe eşit hacimde %70 etanol eklenmiştir ve 

vortekslenmiştir. 

2. RNA’nın membrana bağlanması: 700 μL örnek bir spin kartuşuna (toplama tüpü ile 

birlikte)  aktarılmıştır ve 12,000×g'da 15 sn boyunca santrifüjlenmiştir. Toplama 

tüpünde geçen akıt atılarak spin kartuşu tekrar aynı toplama tüpüne yerleştirilmiştir. 

Tüm örnek işlenene kadar bu adımlar tekrarlanmıştır.  

3. Membran üzerindeki RNA’nın yıkanması: 700 μL Yıkama Tamponu I (Wash Buffer 

I) spin kartuşuna eklenmiştir ve 12,000 × g'de 15 sn boyunca santrifüjlenmiştir. 

Toplama tüpünde geçen süpernatant atılarak spin kartuşu tekrar aynı toplama tüpüne 

yerleştirilmiştir. 500 μL Yıkama Tamponu II (Wash Buffer II) spin kartuşuna ilave 

edilmiştir ve 12,000 × g'de 15 sn boyunca santrifüjlenmiştir. Toplama tüpünde geçen 

süpernatant atılarak spin kartuşu tekrar aynı toplama tüpüne yerleştirilmiştir. Tüm 

örnek işlenene kadar bu adımlar (Yıkama Tamponu II kullanımından itibaren) 

tekrarlanmıştır. 
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4. RNA’nın ayrıştırılması: Membranı kurutmak için 12,000 × g’de 1 dk santrifüj işlemi 

yapılmıştır. Toplama tüpü atılarak spin kartuşu başka bir geri kazanım tüpü içine 

konulmuştur.  Spin kartuşun ortasına gelecek şekilde 30 μL-3 × 100 μL ( her bir 100 

μL ile 3 ardışık elüsyon) RNase içermeyen su ilave edilmiştir.  1 dk inkübe 

edildikten sonra 12,000 × g'de 2 dk boyunca santrifüj işlemi yapılmıştır. Spin kartuş 

atılmıştır. Geri kazanım tüpü içerisinde saflaştırılmış RNA elde edilmiştir. RNA -80 

°C’de muhafa edilmiştir.  

Toplam RNA’nın Kantitatif ve Kalitatif Analizi 

Toplam RNA’nın nanodrop ölçümleri Doğu Anadolu İleri Teknoloji Uygulama ve 

Araştırma Merkezi’nde (DAYTAM) yer alan Çift Işınlı Spektrofotometre/Thermo Electron 

Corporation Nicolet Evolution 100 ile ölçülmüştür. 

Toplam RNA’nın elektroforezde yürütme işlemleri için aşağıdaki çözeltiler 

hazırlanmıştır: 

1. 20xMOPS Çözeltisi: 41.9 gr MOPS, 6.8 gr sodyum asetat, 2.6 gr EDTA, 15 mL 

DEPC H2O kullanılarak çözelti hazırlanmıştır. NaOH ile pH 7.0’a ayarlama 

yapılmıştır. 

2. 1xMOPS Çözeltisi: 20xMOPS çözeltisinden 10 mL alınarak 190 mL DEPC H2O 

kullanılarak yapılmıştır ve yürütme tamponu olarak kullanılmıştır. 

Elektroforez işlemi için jel hazırlığı için 0,7 gr agaroz, 4,38 mL 20X MOPS, 66,5 mL 

DEPC’li su, 15,6 ml formamid mikrodalgada ısıtılmıştır ve musluk altında soğutulmuştur. 

12,8 mL Etidyum Bromür (EtBr) ilave edildikten sonra jel dökülmüştür ve donması 

beklenmiştir.  Bu esnada etüv 65 °C’ye ayarlanmıştır. PCR tüplerine 0,5 mL MOPS,  5 mL 

formamid, 1 mL RNA örneği eklenmiştir ve vortekslenmiştir. 15 dk boyunca etüvde 

bekletilmiştir. Jel elektroforej küvetine yerleştirilmiştir. Örnekler boyanarak kuyulara 

aktarılmıştır. 90 V’da 30 dk yürütülmüştür ve değerlendirmesi yapılmıştır. 

Toplam RNA’dan cDNA Eldesi 

RNA örnekleri miScript II RT Kit (Katolog No: 218193) ile steril kabin içerisinde 

çalışılmıştır. İşlem basamakları kit protokolüne göre aşağıda verildiği şekilde uygulanmıştır: 

1. RNA’ları cDNA’ya çevirmek için kullanılan kit içersindeki bufferlardan 5X miScript 

HiSpec Buffer seçilmiş ve çözeltiler buz üzerinde çözündükten sonra çalışmaya 

başlanmıştır. Bozulma riskini en aza indirmek için tüm reaksiyonlar buz üzerinde 

gerçekleştirilmiştir. Kit içerisinde enzim bulunduğu için tüplere hafifçe vurularak 
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karışması sağladıktan sonra tüplerin kenarlarında kalan sıvıları toplamak amacıyla 

kısa santrifüj yapılarak çözeltiler tekrar buz üzerine alınmıştır. 

2.  Kit protokolüne uygun olarak çalışma solusyonu hazırlanmıştır. Tablo 4’te belirtilen 

miktarlara göre çalışma solüsyonu hazırlandıktan sonra her bir örnek için toplam 

hacim RNase-free water ile 20µL’ye tamamlanmıştır. 

Tablo 4. cDNA Eldesi İçin Hazırlanan Çalışma Solüsyon Karışımı 

5X miScript HiSpec Buffer 4µL 

10X miScriot Nucleus Mix 2µL 

miScript Reverse Transcriptase Mix 2µL 

Template RNA 1µL 

RNase-free Water 11µL 

Toplam Reaksiyon Hacmi 20µL 

 

Hazırlanan örnekler Reverse Transcriptase PCR yapılarak cDNA’lar oluşturulmuştur. 

RT-PCR şartları şu şekildedir: Birinci aşama: 37,0°C 60 dk, ikinci aşamada 95,0°C 5 dk, 

üçüncü aşamada ise 4,0°C ∞)  işlem başlatılmıştır. Elde edilen cDNA örnekleri çalışmanın 

yapılacağı güne kadar -20°C’de muhafaza edilmiştir. 

cDNA Örneklerinin Kantitatif ve Kalitatif Analizi 

Hazırlanan cDNA’nın elektroforezde yürütme işlemleri için aşağıdaki işlemler 

gerçekleştirilmiştir: 

1.0 gr agaroz 100-110 mL 0.5 X TBE ile mikrodalgada ısıtılmıştır ve musluk altında 

soğutulmuştur. 3 µL EtBr ilave edildikten sonra jel dökülmüştür ve donması beklenmiştir. 

Küvet 0,5X TBE tampon ile doldurularak donan jel elektroforej küvetine yerleştirilmiştir, ilk 

kuyuya 2µL örnekler boyanarak kuyulara aktarılmıştır. 90 V’da 30 dk yürütülmüştür ve 

görüntüleme cihazında UV altında görüntülenerek değerlendirmesi yapılmıştır. 

RNA-seq Transkriptom Analizi için RNA Örneklerinin Hazırlanması 

RNA-seq transkriptom analizi, Genoks Teknoloji (Anonymous p 2021) aracılığı ile 

BGI-HONGKONG CO. LIMITED (Çin, Hong Kong) şirketinde hizmet alımı ile 

yaptırılmıştır. 1 yumurta, 2 nimf ve 2 ergin form için elde edilen toplam RNA örnekleri (ilgili 

örnekler için 150 yumurta, 60 nimf ve 60 ergin R. simulans kullanılmıştır) ökaryotik RNA-

seq transkriptom analizi için hazırlanmıştır. Bu örnekler 2 mL’lik ependorf tüplerine 

konulmuştur ve isimlendirme içeren etiketleme yapılmıştır. Nanodrop ölçüm verileri bu 

etiketlere ilave edilmiştir. Şekil 8’de BGI tarafından talep edilen miktarlar dikkate alınarak 

hazırlanan toplam RNA örneklerini içeren ependorf tüpleri, 50 mL’lik santrifüj tüpleri 
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içerisine hareket etmesini önleyecek şekilde desteklenerek (kağıt havlu, pamuk vasıtasıyla) 

yerleştirilmiştir. Daha sonra bu santrifüj tüpleri kuru buz içerisinde Genoks Teknoloji’ye 

ulaştırılmıştır ve analize yönelik süreç başlamıştır. 

 

Şekil 9. BGI örnek hazırlama rehberi 

RNA-seq transkriptom dizileme yöntemi 6 aşamadan oluşmaktadır. Bu aşamalar: 

1. RNA Depletion (azaltma): RNA dizileme için hedef RNA’ya göre RNA’larda 

azaltma yapılmaktadır. mRNA ve uzun kodlanmayan RNA’lar (long-noncoding 

RNA:lncRNA) benzer uzunlukta olduğu için aynı kütüphane ve sekans çipi ile 

çalışılmaktadır. Ancak, daha az baz çifti içeren miRNA’lar (microRNA) mRNA ve 

lncRNA’lar ile aynı kütüphane ve çip kullanılarak çalışmaya dahil edilmemektedir 

ve ara işlem basamakları gerektirmektedir. İş akışındaki ilk adım, poli-T oligoya 

bağlı manyetik boncuklar kullanarak poli-A içeren mRNA moleküllerinin 

saflaştırılmasını içermektedir. 

2. Parçalama: RNA azaltılmasından sonra mRNA, yüksek sıcaklık altında iki değerli 

katyonlar kullanılarak küçük parçalara ayrılmaktadır. Bu işlem enzim veya ses ile 

yapılabilmektedir. 

3. cDNA Sentezi: Bölünmüş RNA fragmanları, ters transkriptaz ve rastgele primerleri 

kullanarak tek zincirli cDNA’ya çevirilmektedir. Bunu DNA Polimeraz I ve RNase 

H kullanarak ikinci iplikli cDNA sentezi izlemektedir. 

4. Kütüphane Hazırlığı: Manyetik boncuklarla toplanan bu DNA parçalarının uçları 

onarılmaktadır (son onarım) ve 3' uçlarına adenin eklenmektedir. Bir sonraki 
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adımda ligasyona temelli olarak fragmanlara adaptörler ve barkodlar eklenmektedir 

ve ilk PCR adımı başlatılmaktadır. 

5. Daireselleştirme: Standart teknolojilerin aksine, ikinci PCR aşaması, DNA’yı 

"daireselleştirme" adı verilen bir aşama ile yuvarlak bir zincire dönüştürerek aynı 

zincir üzerinde DNA Nanoball (DNB) oluşturmaktadır ve böylece PCR hatalarını 

en aza indirmektedir. DNA’yı dairesel hale getirmek için bir splint oligo da 

kullanılabilmektedir.  

6. Dizileme: Oluşturulan her bir DNB, DNBSEQ G-400 dizileme platformundaki akış 

hücresindeki (Pattern Array) noktalara yerleştirilmektedir. Akış hücresinde (Flow 

Cell) sekans işlemi gerçekleşmektedir. Klasik dizileme yönteminde olduğu gibi, 

farklı boyalarla işaretlenmiş modifiye edilmiş dNTP'leri içeren reaksiyon çözeltisi 

akış hücresine yüklenmektedir. DNBSEQ G-400 cihazı, cPAS veya CoolMPS 

teknolojisini kullanarak her Nanoball'daki bazların okunmasını sağlamaktadır. 

Dizileme süreci primer bağlama ve dizileme solüsyonunun akış hücresine 

yüklenmesi, primer sonrası bazın bağlanması, görüntüleme, ayrılma, ortamdaki 

bağlı olmayan bazların kaldırılması gibi aşamalardan oluşmaktadır. cPAS dizileme 

teknolojisi, DNB üzerindeki DNA’ya floresansla modifiye edilmiş dNTP ekleyerek 

yüksek çözünürlüklü dijital görüntüleme prensibi üzerinde çalışmaktadır. CoolMPS 

dizileme teknolojisinde, dizileme floresan dNTP’ler ile değil, özel olarak 

tasarlanmış "antikorlar" ile yapılmaktadır. Her iki sekanslama teknolojisinde de 

sinyalizasyon artarken hata oranı azaltılmaktadır. DNBSEQ G-400 cihazında aynı 

anda 2 çip (Flow Cell) çalıştırılarak, okumaya göre maksimum 1440 Gb (1,4TB)’ye 

kadar değişken ve yüksek veri çıkışı elde edilebilmektedir. 

Biyoinformatik Analizler 

Temiz okumaları elde etmek için ilk önce, düşük okuma değerlerininin, adaptör 

okumaları, bilinmeyen bazların okumaların (N bazları %5’ten fazla) filtrelenmesi 

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

örnekler arasındaki farklı şekilde ifade (eksprese) edilmiş genleri tespit edilmektedir ve 

kümeleme analizi ve işlevsel ek açıklamalar yapılmaktadır. 

1. Transkriptom Sekanslama Prosedürü: İlk olarak, düşük kaliteli okumalar (%20 den 

fazlası 10’dan az kalite skoruna sahip fragmentler), adaptör içeren fragmentler, 

bilinmeyen baz içeren fragmentler (%5’ten fazla N içerenler) filtrelenmektedir. 

Ardından bu okumalar, referans genoma hizalanmaktadır ve özgün gen analizi 
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yapılmaktadır. Ardından da kümeleme ve fonksiyonel annotasyon işlemleriyle 

görselleştirmeler yapılmaktadır. 

2. Genom Haritalama: Hizalama işlemi HISAT2 (Hierarchical Indexing for Spliced 

Alignment of Transcripts) ile yapılmaktadır. HISAT2 RNA-Seq veri setleri için 

hassas bir hizalama olanağı sağlamaktadır. 

3. Özgün Transkript Analizi: Transkriptler StringTie ile yeniden bir araya getirilip, 

birleştirilmiş bir GTF dosyası elde edilerek, ardından örneklerin birleştirilmiş GTF 

ile kıyaslanmasıyla özgün transkriptler bulunmasında kullanılmaktadır. 

Real Time PCR Çalışması 

Yumurta, nimf ve ergin R. simulans örneklerinde kitin sentaz 1 geninin ifade çalışması 

için transkriptom çalışmasından elde edilen kitin sentaz 1 genine ait dizilime özgü primerler 

kullanılarak Real time PCR çalışması yapılmıştır. 

Çalışmada housekeeping gen olarak Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (Gapdh) 

kullanılmıştır. Bu gene ait primerler yine transkriptom çalışmasından elde edilen Gapdh 

genine ait dizilimden yararlanılarak dizayn edilmiştir. Çalışmada kullanılan primerler Tablo 

5’de verilmiştir. 

Tablo 5. Çalışmada Kullanılan qRT-PCR Primerlerine Ait Bilgiler 

Gen Adı İleri Primer Geri Primer 

CHS1 GAAGACACCCATTGCAGCAAG CTTCACACGTACCATGCATGC 

GAPDH AAAGATGGAGCTGCGAGGATC ACACTGTCAGGCTGGAGAAAG 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix(2x) kiti kullanılarak auro PCR kabini 

içerisinde PCR tüpleri içerisine 10µL SYBR Green, 4.2 µL DNAse/RNAse free saf su, 0.4 µL 

ileri primer, 0.4 µL geri primer ve 5 µL örnek cDNA’sı eklenmiştir. Çalışmalar iki tekerrürlü 

olarak yürütülmüştür (Böhne 2012). 

Tablo 6’da çalışmada kullanılan real time PCR protokolü verilmiştir.  

Tablo 6. Real Time PCR Protokolü  

Program Döngü sayısı Sıcaklık (°C) Süre 

Ön denetrasyon  1 90 15 dk 

 95 20 sn 

Döngü  40 60 30 sn 

  72 30 sn 

Real Time PCR çalışması sonunda Rotor Gene cihazının analiz programına göre 

amplifikasyon grafikleri değerlendirilmiştir. 
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ARAŞTIRMA BULGULARI 

Örneklerin RNA Kalite Değerleri 

BGI şirketine gönderilen toplam RNA örneklerinin kalitesi Agilent 2100 Bioanalyzer 

cihazı ile Agilent RNA 6000 nanoReagents Part 1 kiti kullanılarak belirlenmiştir. Ölçüm 

sonuçları Tablo 7’de gösterilmiştir. 

Tablo 7. Örnek Test Sonuçları 

Örnek Konsantrasyon 

(ng/μL) 

Hacim 

(μL) 

Total Kütle 

(μg) 

RNA 

Bütünlük 

Sayısı 

28S/18S Kütüphane Tipi 

Yumurta 62 66 4.09 9.2 0.0 DNBSEQ Transkriptom 

Nimf1 379 70 26.53 6.1 0.0 DNBSEQ Transkriptom 

Nimf2 341 184 62.74 6.1 0.0 DNBSEQ Transkriptom 

Ergin1 117 37 43.29 9.2 0.1 DNBSEQ Transkriptom 

Ergin2 640 138 88.32 7.2 0.1 DNBSEQ Transkriptom 

Toplam RNA örneklerinin Agilent 2100 Bioanalyzer cihazı ve parça analizörü 

(Fragment Analyzer) ile kalite ölçüm grafikleri yumurta, nimf1, nimf2, ergin1 ve ergin2 için 

sırasıyla Şekil 10, Şekil 11, Şekil 12, Şekil 13 ve Şekil 14’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 10. Yumurta örnek kalitesi 

 



 

27 

 

 

Şekil 11. Nimf1 örnek kalitesi 

 

Şekil 12. Nimf2 örnek kalitesi 
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Şekil 13. Ergin1 örnek kalitesi 

 

Şekil 14. Ergin2 örnek kalitesi 

RNA-seq Transkriptom Analiz Sonuçları 

Yumurta, nimf1, nimf2, ergin1 ve ergin2 örneklerinden elde edilen Total RNA 

örnekleri üzerinden iki uçlu sekanslama stratejisi ile MGI-Seq 2000 dizileme platformunda 

toplamda yaklaşık 38 Gb veri üretilmiştir. Tüm örneklerin bir araya getirilmesinden sonra 

509.137 dizi elde edilmiştir. Transkriptlerin toplam uzunluğu, ortalama uzunluğu, N50 değeri 

ve GC içeriği sırasıyla 370106677 bp, 727 bp, 1203 bp ve %35, 27'dir.  Okumaların istatistik 

sonuçları Tablo 6’da verilmiştir. Transkriptlerin açıklamaları TRAPID 2.0 web uygulaması 

kullanılarak yapılmıştır ve KEGG ve GO fonksiyonel veri tabanlarına not edilmiştir. 
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Tablo 8. Okumaların İstatistik Sonuçları 

Örnek Okunan Baz 

Miktarı 

Toplam 

Uzunluk 

Ortalama 

Uzunluk 

(Fragman 

Sayısı) 

Q20(%) Q30(%) 

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 

Ergin1 (ileri okuma) 46.113.167 4.611.316.700 100.0 98.12 91.42 

Ergin1 (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 yüzdesi ve kalite dağılımı yumurta, nimf1, 

nimf2, ergin1 ve ergin2 örnekleri için sırasıyla Şekil 15, Şekil 16, Şekil 17, Şekil 18 ve Şekil 

19’da verilmiştir. 

 

Şekil 15. Yumurta örneği için a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz 

yüzde dağılımı b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dağılımı 

 

 

 

 

 

a) b) 
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Şekil 16. Nimf1 örneği için a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz 

yüzde dağılımı b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dağılımı 

 

 

Şekil 17. Nimf2 örneği için a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz 

yüzde dağılımı b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dağılımı 

a) b) 

a) b)  
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Şekil 18. Ergin1 örneği için a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz 

yüzde dağılımı b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dağılımı 

 

 

Şekil 19. Ergin2 örneği için a) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca baz 

yüzde dağılımı b) numunenin filtrelenmesinden sonra okumalar boyunca kalite dağılımı 

Ham Okumaların Kalite Kontrolü 

Sekanslamadan sonra, okumaların kalite kontrolü FastQC (v0.11.9) yazılımı 

kullanılarak yapılmıştır. Her okumanın kalite kontrolünden sonra, MultiQC (v1.10.1) FasQC 

sonuçlarını birleştirmek için kullanılmıştır. MultiQC’den elde edilen istatistikler olan FastQC: 

ortalama kalite skorları, sekans başına GC içeriği, sekans başına kalite skorları ve sekans 

çoğaltma seviyeleri sırasıyla Şekil 19, Şekil 20, Şekil 21 ve Şekil 22’de verilmiştir. 

 

a) b) 

a) b)  
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Şekil 20. FastQC: ortalama kalite skorları 

 

Şekil 21. FastQC: Sekans başına GC içeriği 
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Şekil 22. FastQC: Sekans başına kalite skorları 

 

 

Şekil 23. FastQC: Sekans çoğaltma seviyeleri 

De Novo Birleştirmeleri 

Referans genomu olmayan bu canlı için, 163.384.249 iki uçlu okuma, sonraki analiz 

için referans dizisini almak üzere 590.137 transkript halinde birleştirilmiştir. Temiz 

okumalarla de novo montajı gerçekleştirmek için Trinity kullanılmıştır, transkriptlerin kalitesi 

metriksleri Tablo 9’da gösterilmektedir: 

Tablo 9. Transkriplerin kalite metriksleri 

Örnek Sekans Sayısı Toplam 

Uzunluk (nt) 

Ortalama 

Uzunluk (nt) 

N50(nt) GC(%) 

Trinity.fasta 509137 370106677 727 1203 35.27 
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De novo transkriptom tamlık (eksiksizlik) analizi BUSCO v.5'in (Arthropoda)’nın 

çevrimiçi aracı gVolante2 kullanılarak yapılmıştır ve Tablo 10’da verilmiştir. Ayrıca tam ve 

kayıp ortologların dağılımı Şekil 24’te verilmiştir. 

Tablo 10. De Novo Tamlık Değerlendirme Sonuçları 

Parametre  

Sorgulanan toplam çekirdek gen sayısı 1013 

Tespit edilen çekirdek genlerin sayısı Tam 999(%98.62) 

 Tam+Kısmi 1008 (%99.51) 

Kayıp çekirdek genlerin sayısı 5(%0.49) 

Çekirdek gen başına ortalama ortolog sayısı 2.62 

Bir ortologtan daha fazlasına sahip çekirdek genlerin %’si 61.46 

BUSCO formatında skorlar 
C:%98.6  [S:%38.0, D:%60.6], 

F:%0.9, M:%0.5 

 

Şekil 24. Tam ve kayıp ortologların dağılımı 

Gen İfade Seviyeleri 

Değerlendirme sonuçlarına dayalı olarak her örnek için yapılan bütün temiz okumalar 

Bowtie2 yazılımı ile haritalanmıştır ve gen ekspresyon seviyeleri RSEM ile hesaplanmıştır. 

Hizalama (alignment) sonuçları Tablo 11’de verilmiştir. 

Tablo 11. Hizalama (Alignment) Sonuçları 

Örnek Toplam baz Toplam okuma Toplam 

haritalanan 

okuma 

Haritalanmayan 

okumalar 

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 

7.362.625 Ergin1 4.611.316.700 46.113.167 38.750.542 

Ergin2 3.012.924.000 20.086.160 14.310.776 5.775.384 
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Temel Bileşenler Analizi 

Temel bileşenler analizi (PCA), muhtemelen ilişkili değişkenlerin bir dizi gözlemini, 

temel bileşenler adı verilen doğrusal olarak ilişkisiz değişkenlerin bir dizi değerine 

dönüştürmek için ortogonal bir dönüşüm kullanan çok değişkenli bir istatistiksel prosedürdür. 

Temel bileşenlerin sayısı, orijinal değişkenlerin sayısından az veya ona eşittir. Transkriptom 

dizileme verilerinin analizinde, PCA, aykırı değerleri ve yüksek benzerlik kümelerini 

tanımlamak için karşılaştırma için büyük miktarda gen bilgisini birkaç bağımsız temel 

bileşene indirgemektedir. Temel bileşenler analiz sonuçları Şekil 24’te verilmiştir. 

 

Şekil 25. Temel bileşenler analizi 

Farklı İfade Olmuş Genlerin (DEGs) Tespiti 

Gen ifade seviyesine dayalı olarak, DEG’ler (Differential expression genes) 3 evre 

(yumurta, nimf ve ergin) arasında tanımlanmıştır. DESeq2 algoritması ile DEBrowser 

kullanılarak elde edilen DEG’ler karşılaştırılan gruplarla birlikte Şekil 26’da verilmiştir. 

MA grafiği, genomik verilerin görsel temsili için bir Bland-Altman grafiğinin bir 

uygulamasıdır. Çizim, verileri M (log oranı) ve A (ortalama) ölçeklerine dönüştürerek ve 

ardından bu değerleri çizerek iki numunede alınan ölçümler arasındaki farkları 

görselleştirmektedir. Orijinal olarak çift yönlü DNA mikrodizi gen ifade verileri bağlamında 

uygulanmasına rağmen, MA grafikleri ayrıca yüksek verimli dizileme analizini 

görselleştirmek için kullanılmaktadır. Volcano grafiği, değişimin büyüklüğüne (Fold change: 

kat değişimi) karşı istatistiksel önemi (P value: P değeri) gösteren bir dağılım grafiği türüdür. 

İstatistiksel olarak da önemli olan büyük kat değişiklikleriyle genlerin hızlı görsel olarak 
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tanımlanmasını sağlamaktadır. DEG’lere ait MA ve Volcano grafikleri Şekil 27’de 

verilmiştir. 

  

  

 

 

 

Şekil 26. Örneklerin farklı eksprese olmuş genler açısından karşılaştırılmaları 
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Şekil 27. DEG’lerin MA plot ve Volcano plot şeklindeki gösterimi 

Scatter grafiği (dağılım grafiği, serpilme diyagramı) bir veri kümesi için tipik olarak 

iki değişkenin değerlerini görüntülemek için kartezyen koordinatları kullanan bir çizim veya 

matematiksel diyagram türüdür. RNA-seq transkriptom analizinden elde edilen DEG’lerin 

serpilme diyagramları Şekil 28’de verilmiştir. 
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Şekil 28. DEG’lerin serpilme diyagramları  

Heatmap (ısı haritası) tekniği, bir olgunun büyüklüğünü iki boyutlu olarak renk olarak 

gösteren bir veri görselleştirme yöntemidir. Renkteki varyasyon, ton veya yoğunluğa göre 

olabilmektedir ve okuyucuya olgunun nasıl kümelendiği veya uzayda nasıl değiştiği hakkında 

açık görsel ipuçları vermektedir. DEG’lerin ısı haritaları Şekil 29’da verilmiştir. 
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Şekil 29. DEG’lerin ısı haritaları  

Isı haritaları (heatmap) her rengin belirli bir değer kümesini temsil ettiği sürekli bir 

renk haritasıdır (Bedre et al. 2015). 
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RNA-seq Transkriptom Çalışması ile Ricania simulans’ta Kitin Sentaz 1 Genine ait 

Dizilimin Elde Edilmesi 

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

edilen dizilim şu şekildedir: 

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 İfadesinin Doğrulanması 

Şekil 30’da qRT-PCR çalışmaları sonucunda yumurta, nimf ve ergin R. simulans 

örneklerinde kitin sentaz 1 genine yönelik ifade karşılaştırmaları görülmektedir. 
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Şekil 30. Yumurta, nimf ve ergin evrelerindeki Ricania simulans’ta kitin sentaz 1 gen ifade 

karşılaştırmaları 
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TARTIŞMA, SONUÇ VE ÖNERİLER 

Tartışma ve Sonuç 

RNA sekanslama için örnek kalite standartlarına dayalı olarak test örneğinin 

kütüphane oluşturmak için gereklilikleri sağlayıp sağlamadığını anlamak için örnekler analize 

tabi tutulmuştur. Standart RNA-seq kitlerinin çoğu minimum 10-100 ng/µL toplam RNA 

miktarı gerektirmektedir (Zhao et al. 2016). Tablo 7’e göre örneklerin konsantrasyon 

aralıkları 62-640 ng/µL arasında değişirken toplam kütle aralıkları 4.09-88.32 µg arasında 

değişmektedir. Güvenilir ve tekrarlanabilir RNA-seq verileri elde etmek için RNA kalitesi 

çok önemlidir. RNA molekülünün doğal kararsızlığı nedeniyle, saha çalışmalarında toplanan 

numunelerden izole edilen RNA kalitesi genellikle doku nekrozundan etkilenmektedir ve bu, 

durum RNA’nın bozulma durumunu hızlandırabilmektedir. RNA kalitesini değerlendirmek 

için çoğu laboratuvar, Agilent BioAnalyzer, Agilent TapeStation veya Advanced Analytics 

Fragment Analyzer dahil olmak üzere elektroforetik tabanlı bir sistem kullanmaktadır. Bu 

araçların tümü bir RNA bütünlük puanı (RIN) üretmektedir. BioAnalyzer'da RIN puanı 1- 10 

(10 mükemmel) arasında değişmektedir ve çoğu laboratuvar standart RNA-seq yöntemleri 

için RIN > 6'yı kabul edilebilir olarak değerlendirmektedir (Zhao et al. 2016). Bu çalışmada 

örnek kalitesini değerlendirmek için Agilent 2100 Bioanalyzer kullanılmıştır. Yapılan 

ölçümlerin yer aldığı Tablo7’e göre örneklerin RIN değerleri 6,1-9,2 arasında değişmektedir. 

Belirtilen değerler (konsantrasyon, toplam kütle, RIN)  dikkate alındığında çalışmada 

kullanılan örneklerin kütüphane oluşturmak için uygun oldukları anlaşılmaktadır. Kaliteli 

ifadesi, örneğin kütüphane oluşturma ve sekans için gerekli olan şartları sağladığını 

gösterirken, riskli ifadesi örneğin kütüphane oluşturma ve sekans için gerekli olan şartları tam 

olarak taşımadığını, BGI'nın kitaplık oluşturmaya çalışabileceği ancak sekans kalitesini 

garanti edemeyeceğini göstermektedir. Bu çalışmada Nimf1 örneği hariç diğer örnekler 

kaliteli olarak sınıflandırılmıştır. Nimf1 örneği riskli olarak sınıflandırılmıştır. Ancak bu 

örnekten başarılı bir şekilde kütüphane oluşturulmuş ve sekans elde edilebilmiştir. 

Böceklerde 28S rRNA’nın ısı kaynaklı parçalanma raporları ilk olarak Lepidoptera ve 

Diptera'da tanımlanmıştır (Applebaum et al. 1966; Greenberg 1969; Rubinstein ve Clever 

1971; Ishikawa and Newburgh 1972). RNA’nın birkaç dk 40-60 ℃’de ısıtılmasından sonra 

28S rRNA fraksiyonlarının 18S rRNA fraksiyonunun yanında aniden çökeldiği, 18S 

rRNA’nın ise etkilenmediği bulunmuştur. Yapılan ilk çalışmalarda 28S rRNA’nın bu hızlı ısıl 
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dönüşümü saptanabilir ara maddeler olmadan meydana geldiği ve yüksek oranda 

tekrarlanabilir olduğu ifade edilmiştir. Bu nedenle daha sonra 28S rRNA, α ve β olarak 

adlandırılan benzer uzunlukta iki parçaya ayrılmayla sonuçlanan molekülün merkezine yakın 

belirli bir bölünmeye atfedilmiştir (Şekil 31). Ayrıca, 28S ve 18S rRNA arasındaki baz 

bileşimindeki fark ısı parçalanmasında bile korunduğu için 28S fragmentlerinin 18S 

rRNA’dan farklı olduğu gösterilmiştir (Ishikawa and Newburgh 1972). 

 

Şekil 31. 70°C'de iki dakikalık ısı denatürasyonundan sonra, A. mellifera beyin RNA profili 

(Winnebeck et al. 2010) 

RNaz inhibitörleri kırılmayı önlemede etkisiz olduğundan ve E.coli, sıçan ve hamster 

gibi diğer organizmalardan elde edilen rRNA'larda ısı kaynaklı bir parçalanma 

görülmemesinden dolayı, bu ısı kaynaklı kırılmanın ekstraksiyon yönteminden kaynaklı 

olmadığı düşünülmüştür. Daha sonra, bu kırılmanın bazı böceklerde 28S rRNA'larının içsel 

bir özelliği olarak, RNA omurgasında önceden var olan bir "gizli kırılma" olabileceği 

önerilmiştir.  Parçalanma koşullarının analizleri kovalent olmayan RNA etkileşimlerinin, 

özellikle hidrojen bağlarının büyük olasılıkla 28S rRNA'yı bir arada tuttuğunu ve böylece 

başarılı bir şekilde kırılmanın gizlendiği gösterilmiştir (Şekil 10). 
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Şekil 32. Böceklerde ribozomal alt birimlerinde rRNA’nın değerlendirilmesi 

Şekil 10, 11, 12, 13 ve 14'te yer alan grafiklerde örneklerin ribozomal RNA alt 

birimlerinin (çekirdek büyük-28S, küçük-18S, sitoplazmik, mitokondriyal ve kloroplastik 

(daha alt küçük birimler) pik yoğunluğunu göstermektedir. Her örnek için elektroforetik jel 

görüntüsü alt birim bantlarını ya da bozunmayı (yayılma) göstermek için şekillerin sağında 

bulunmaktadır. Bu şekillerde x-eksenini nt (ladder'e dayalı olarak tahmini nükleotid sayısı) y-

eksenini ise FU (floresans birimi: pik yoğunluğu) oluşturmaktadır (Jordan-Thaden et al. 

2015). Şekil 10’da yumurta örnek kalitesini gösteren grafikte 25. nükleotit üzerindeki pik 

marker’a aittir. 200. nükleotidden önce çok hafif 2 pik bulunmaktadır. Bu pikler 5S ve 5.8S 

bölgesinde bulunmaktadır. Ribozomal RNA’ya ait 18S ifadesi 1,659. nükleotidden başlayarak 

2,201. nükleotitte son bulmaktadır. Bu grafikte 28S alanı belirtilmemiştir.  Yukarıdaki 

paragraflarda yapılan açıklamalardan dolayı burada bir degredasyon ifadesi 

kullanılmamaktadır. Ortaya çıkan rRNA profili, böcek yumurtasına ait rRNA’nın endojen 

bileşimini (gizli kırılmayı) yansıtmaktadır (Winnebeck et al. 2010). Ayrıca hızlı bölgede 

pikler bulunmamaktadır. Bu piklerin yokluğu ile RIN değerinin 9.2 olması (güçlü) uygunluk 

göstermektedir. 
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Şekil 11’de nimf1 örnek kalitesini gösteren grafikte 18S rRNA 1,734. Nükleotidden 

başlayarak 2,120. Nükleotitte son bulurken 28S rRNA 3,385. Nükleotidden başlayarak 3,626. 

nükleotidde son bulmaktadır. Hızlı bölge olaraf ifade edilen alanda yoğun pikler 

görülmektedir. Burada rRNA’nın belirli oranlarda degrade olduğunu ve daha küçük rRNA 

parçalarına ayrıldığı anlaşılmaktadır. Bu piklerin varlığı ile RIN değerinin 6.1 olması (zayıf) 

uygunluk göstermektedir. Şekil 12’de nimf2 örnek kalitesini gösteren grafikte 18S rRNA 

1,705. Nükleotidden başlayarak 2,080. Nükleotitte son bulurken 28S rRNA 3,149. 

Nükleotidden başlayarak 3,584. nükleotidde son bulmaktadır. Hızlı bölge olaraf ifade edilen 

alanda pikler görülmektedir. Burada rRNA’nın yine Şekil 10’daki gibi belirli oranlarda 

degrade olduğunu ve daha küçük rRNA parçalarına ayrıldığı anlaşılmaktadır. Bu piklerin 

varlığı ile RIN değerinin 6.1 olması (zayıf) uygunluk göstermektedir. rRNA’ların bozulmaya 

başlamasıyla birlikte daha küçük rRNA parçaları oluşmaya başlamaktadır ve bu durumu 

takiben 18S rRNA pikinde bir düşüş olmaktadır. (Gayral et al. 2011) Şekil 11 ve Şekil 12 

incelendiğinde 18S rRNA piklerinin uzunluğu diğer piklere kıyasla 160-180 FU arasında 

ancak görülebilmektedir. 

Şekil 13’te ergin1 örnek kalitesini gösteren grafikte 18S rRNA 1,597. nükleotidden 

başlayarak 2,201. Nükleotitte son bulurken 28S rRNA 3,096. Nükleotidden başlayarak 4,052. 

nükleotidde son bulmaktadır. Hızlı bölge olaraf ifade edilen alanda pikler görülmemektedir. 

Bu nedenle rRNA’nın oldukça kaliteli olduğu anlaşılmaktadır. Bu piklerin yokluğu ile RIN 

değerinin 9,2 olması da (güçlü) uygunluk göstermektedir. Şekil 14’te ergin2 örnek kalitesini 

gösteren grafikte 18S rRNA 1,709. Nükleotidden başlayarak 2,135. Nükleotitte son bulurken 

28S rRNA 3,144. Nükleotidden başlayarak 3,970. nükleotidde son bulmaktadır. Hızlı bölge 

olaraf ifade edilen alanda pikler görülmektedir. Ancak bu pikler Şekil 11’daki gibi yoğun 

değildir. Dolayısıyla burada rRNA’nın hafif degredasyona uğradığı ifade edilebilmektedir 

(Gayral et al. 2011). Bu piklerin varlığı ile RIN değerinin 7,2 olması da (zayıf) uygunluk 

göstermektedir. 

Veri analizlerinden önce yüksek düzeyde bilinmeyen baz içeriğine ve bağdaştırıcı 

(adapter) dizisine içeren ham okumalar ve düşük kalitedeki okumalar filtrelenmektedir. Bir 

bağdaştırıcı okuma bağdaştırıcı bazlarını içeren bir okuma olarak tanımlanmaktadır. Eğer bir 

okumada bazların yarısından çoğu düşük kalitede ise baz kalitesi ≤5 olarak tanımlanmaktadır 

ve düşük kaliteli okuma olarak ifade edilmektedir.  Filtrelenme adımlarını bağdaştırıcı 

okumalarının kaldırılması, düşük kaliteli okumaların kaldırılması, bilinmeyen bazların 

%10'dan fazla olduğu okumaların çıkarılması işlemleri oluşturmaktadır. Daha sonra 

biyoinformatik analizler temiz okumalar üzerinden yapılmaktadır (Batut et al. 2018). 
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FastQC, Cambridge'deki Babraham Enstitüsü'nde Simon Andrews tarafından yazılmış, 

yüksek verimli dizi verileri için bir kalite kontrol aracıdır. FastQC, sekans okumaları 

hakkında genel kalite ölçümleri sağlamaktadır. Temel sekans içeriği (%A/T/G/C), adaptör 

kirliliği ve aşırı temsil edilen diziler başına okumalar arasındaki kalite puanı dağılımı 

hakkında bilgi sunmaktadır (Anonymous b 2021). Şekil 15, Şekil 16, Şekil 17 Şekil 18 ve 

Şekil 19’da örnekler için veri filtrelemedeki okumalar boyunca baz yüzdesi ve kalite dağılımı 

verilmiştir. Bu şekillerde yer alan a) ve b) grafiklerindeki x ekseni okumalar boyunca baz 

pozisyonunu y ekseni ise a) grafiklerinde baz içerik %’sini b) grafiklerinde ise baz kalite 

değerini vermektedir. Yüksek kaliteli sekans okumalar dikkate alındığında baz çiftleşmesi 

prensibine uygun olarak Adenin (A) bazı eğrisi ile Timin (T) bazı eğrisi ve Guanin (G) bazı 

eğrisi ile Sitozin (C) kesinlikle örtüşmelidir.  Çoğu RNA-seq kütüphanesi hazırlama 

protokolünde ilk 6-12 nükleotid için bazların düzgün olmayan net dağılımı vardır ve bu 

durum normal olarak kabul edilmektedir. Çünkü sekanslama platformlarında cDNA’yı 

sentezlemek için rastgele hekzamer primer kullanımı söz konusu olabilmektedir (BGI 2016; 

Wang et al. 2016). Şekil 15, Şekil 16, Şekil 17, Şekil 18 ve Şekil 19’da a ) grafikleri dikkate 

alındığında ilk 6-12 nükleotitte düzgün olmayan net bir dağılım gözlenirken A ile T 

eğrilerinin örtüştüğü, G ile C eğrilerinin örtüştüğü görülmektedir. Ayrıca, ileri ve geri 

okumalarda birbiriyle uyumlu eğrilerin elde edildiği, örneklerin A ve T içeriklerinin %30’un 

üzerinde iken G ve C içeriklerinin %20’nin altında olduğu anlaşılmaktadır. Şekil 15, Şekil 16, 

Şekil 17, Şekil 18 ve Şekil 19’da b) grafikleri dikkate alındığında görüntüdeki her nokta 

okumalar boyunca karşılık gelen bazların belirli kalite değerleri ile toplam bazın sayısını 

temsil etmektedir. Daha koyu nokta rengi daha büyük baz sayısı anlamına gelmektedir. 

Görüntüdeki her nokta okumalar boyunca karşılık gelen bazların belirli kalite değerleri ile 

toplam bazın sayısını temsil etmektedir. Daha koyu nokta rengi daha büyük baz sayısı 

anlamına gelmektedir. Düşük kaliteli (<20) bazların yüzdesi yüksek ise, bu örneğin sekans 

kalitesi de kötüdür (BGI 2016; Wang et al. 2016). Bu çalışmadaki örneklerin okumalar 

boyunca kalite dağılımlarının 35’in üzerinde olduğu anlaşılmaktadır. 

Şekil 20’de yer alan FastQC: ortalama kalite skorları grafiği tüm okumaların her bir 

baz çiftindeki Phred puanlarını temsil etmektedir. X ekseni her okumadaki baz pozisyonu iken 

y ekseni tüm okumalardaki nükleotidlerin ortalama baz ifadeli puanı (phred ölçekli)'dır. Phred 

ölçek kalitesi bazın yanlış olma olasılığını (p) göstermektedir. Bir phred puanı (Q),  Q=-10 

log10p'deki p'nin tam sayı eşleşmesidir. Kısaca, 10 phred puanı her 10 baz'da bir hataya veya 

%90 doğruluğa karşılık gelmekte iken 20 phred puanı her 100 bazda 1 hataya veya %99 

doğruluğa denk gelmektedir. Maksimum phred puanı 40'tır (Delhomme et al. 2014). Grafikte 

yer alan arka plan renkleri yaklaşık kalite aralıklarını temsil etmektedir. Yeşil kısım kabul 
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edilebilir kalite, turuncu kısım şüpheli ve kırmızı kısım kötü olarak kabul edilmektedir. 

Genelde ilk 5 ya da daha fazla bazın makinenin kalibrasyon adımları olarak okunanların geri 

kalanından biraz daha düşük kaliteye sahip olduğu görülmektedir. Okumanın büyük kısmı 

~35 bazdan sonra yapılmaktadır. Sekanslama reaktifleri döngüler sırasında tükenmeye 

başladığından okumanın son 10-20 bazı'nın okumanın ortasındaki daha düşük kaliteli baz 

ifadelerine sahip olduğunun görülmesi normaldir. Ayrıca, sekans verilerinin geri okumaları 

(reverse reads) aynı nedenlerden dolayı genellikle uçlarda ileri okumalardan daha düşük 

olmaktadır (Anonymous b 2021) (Khetani et al. 2015). Şekil 20’de yer alan grafik 

incelendiğinde elde edilen skorların yeşil renkli arka planda olduğu, ilk birkaç bazın phred 

puanının düşük olduğu sonraki bazlar için phred puanının arttığı ancak son bazların kalite 

skorlarında düşüş olduğu görülmektedir. Okumalardaki her bir baz konumdaki ortalama kalite 

değeri sürekli olarak Q30'un üzerinde bulunmaktadır ve bu da yüksek kaliteli sekans 

okumalarını göstermektedir (Gombos et al. 2021). 

Şekil 21’de yer alan FastQC: Sekans başına GC içeriği grafiği ortalama % GC 

içeriğini ve okuma yüzde sayısı göstermektedir (Anonymous b 2021). Gözlenen GC dağılımı 

teorik dağılımdan çok saparsa FastQC bu durumu başarısız olarak adlandırmaktadır. Ancak 

bazı durumların varlığında bu sapmalar meydana gelebilmekte ve göz ardı edilebilmektedir. 

Bu durumlardan biri RNA sekanslamada, transkriptler arasında ortalama GC içeriğinin daha 

fazla veya daha az dağılımının olabilmesi ve bunun gözlemlenen bir grafiğin idealleştirilmiş 

bir normal dağılımdan daha geniş ve daha dar olmasına yol açabilmesidir (Anonymous h 

2021). Yumurta, nimf ve ergin evrelerin teorik dağılıma yakın değerlere sahip olduğu 

görülmektedir. 

Şekil 22’de yer alan FastQC: Sekans başına kalite skorları grafiği tüm okuma 

kalitesinin bir histogramıdır. X ekseni ortalama okuma kalitesi puanıdır (okumanın tüm 

temellerini tek bir değerde özetler) ve y ekseni Phred puanıyla okuma sayısıdır. 27-35 

arasında okumaların çoğunluğu ile bir zirve görülmesi kalite skorlarının uygunluğunu 

göstermektedir (Anonymous b 2021). 

Şekil 23’te yer alan FastQC: Sekans çoğaltma (duplikasyon) seviyeleri grafiği, 

haritalanan okumaların kümelenme faktörüne veya duplikasyon oranına bakılmasıdır. FastQC 

bir kütüphanenin ilk 100.000 okuma sekansını almaktadır ve kütüphanenin geri kalanında bir 

okuma dizisinin ne sıklıkta tekrarlandığına bakmaktadır. İyi bir kütüphanenin çok düşük 

oranlarda duplikasyon göstermesi gerekmektedir (okumaların çok büyük çoğunluğunun 

duplikasyon oranı 1'dir) ve "yüksek karmaşıklık" veya çok sayıda benzersiz okuma ve faydalı 

veri sunmaktadır. Bu durum grafikte dik bir düşüş olarak temsil edilmektedir ve yaklaşık 2 ya 
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da 3'lük duplikasyon oranında çok küçük eğriler ve daha sonra yüksek duplikasyon oranları 

için yaklaşık 0'da devam eden bir çizgi görünümü bulunmaktadır (Anonymous b 2021). Şekil 

23’teki grafik değerlendirildiğinde böyle bir görünümün olmadığı görülmektedir. 

Duplikasyonların görülme nedenleri arasında PCR zenginleştirmesi nedeniyle kütüphane 

parçalarının aşırı temsil edildiği PCR çoğaltmaları (bu duplikasyon kabul edilmez çünkü PCR 

kopyaları örnek sekanslarının gerçek oranını yanlış temsil etmektedir), bir RNA-seq 

kütüphanesinde çok bol transkriptler gibi oldukça fazla temsil edilen sekanslar (bu 

duplikasyon kabul edilebilir, çünkü örnek sekanslarını tam olarak temsil eder) 

sayılabilmektedir (Anonymous h 2021). Ayrıca, molekül eklemek için kullanılan 

bağdaştırıcıların bağlanmaması ve serbest bağdaştırıcıların ortamda mevcut olması da 

duplikasyona neden olabilmektedir (Anonymous g 2021). 

De Novo birleştirme, çok sayıda (kısa veya uzun) DNA parçalarından, bu parçaların 

doğru sekansı veya sırası hakkında hiçbir ön bilgi olmadan genomları oluşturmak için bir 

yöntemdir. De Novo birleştirme prosesi Şekil 33’de verilmiştir. 

 

Şekil 33. De Novo birleştirme prosesi (Anonymous c 2021) 

Şekil 33’de Okumalar (Reads) ifadesi DNA parçalarıdır. "Kısa okumalar" tipik olarak 

35–1.000 boyutunda iken "uzun okumalar" tipik olarak 1.000–500.000 bp boyutundadır. 

Okuma uzunluğu, belirli bir sekans çalışması için kullanılan sekanslayıcı modeline ve 

kütüphane hazırlık protokolüne bağlı olarak değişmektedir. Contig'ler, üst üste örtüşen 

yönlendirilmiş okumaların bir setidir. Tek bir contig, iki veya daha fazla örtüşen ve 

yönlendirilmiş okumadan oluşmaktadır. Okumalar, bir alt kümeyi veya nükleotid baz 
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çiftlerinin tümünü paylaşmaktadır. İskeleler (Scaffolds) yönlendirilerek birleştirilmiş 

contig’lerin bir setidir. Tek bir iskele, iki veya daha fazla birleştirilmiş ve yönlendirilmiş 

contig'den inşa edilmektedir. Kromozomlar ise yönlendirilerek birleştirilmiş bir dizi iskeledir. 

Tek bir kromozom, iki veya daha fazla birleştirilmiş ve yönlendirilmiş yapı iskelesinden 

oluşmaktadır (Anonymous c 2021). 

Çalışmada kullanılan R. simulans’ın referans genomu bulunmamaktadır. Bu nedenle 

De Novo birleştirmeleri bu canlı için yapılmıştır ve 163.384.249 iki uçlu okuma, sonraki 

analiz için referans dizisini almak üzere 590.137 transkript (okuma) halinde birleştirilmiştir. 

De Novo birleştirmede transkriptlerin kalite metrikslerini içeren Tablo 7’de verilmiştir. 

Nükleotitlerin ortalama uzunlukları 727, %GC oranı 35.27 olarak belirtilmiştir. Tablo 9’daki 

N50 değeri contig açısından birleştirme kalitesini tanımlamaktadır. Bir contig dizisi 

verildiğinde N50 toplam genom uzunluğunun %50'sinde en kısa contigin sekans uzunluğu 

olarak tanımlanmaktadır. N50 dağılım kütlesinin yarısının bir noktası olarak 

düşünülebilmektedir; N50'den daha uzun tüm contiglerdeki bazların sayısı, N50'den daha kısa 

olan tüm contiglerdeki bazların sayısına yakın olacaktır (Earl et al. 2011). Tablo 9’a göre bu 

çalışmada elde edilen N50 değeri 1203 nt olarak verilmiştir. 

Tamlık değerlendirmesi işlevi, OrthoDB’den seçilen Benchmarking Universal Single-

Copy Orthologs (BUSCO)’dan gen içeriğinin evrimsel olarak bilgilendirilmiş beklentilerine 

dayalı olarak transkriptom birleştirmesinin tamlığını değerlendirmek için sayısal ölçümler 

sağlamaktadır (Anonymous d 2021). Lagarda-Diaz et al. 2020) Şekil 24’e göre 1013 

sorgulanan çekirdek gen sayısı üzerinden yapılan De Novo tamlık değerlendirmesi sonucunda 

%98,62 (tam:999 gen) oranla tam ve %0,49 (5 gen) oranla kayıp ortolog gen varlığı tespit 

edilmiştir. Ayrıca Tablo 10’a göre %99,62 (tam+kısmi: 1008 gen) oranında tespit edilen 

çekirdek gen olduğu belirtilmiştir. 

Temel bileşen analizi (PCA), yüz tanıma ve görüntü sıkıştırma gibi alanlarda 

uygulama alanı bulmuş, yüksek boyuttaki verilerde örüntü bulmak için yaygın olarak 

kullanılan bir istatistiksel tekniktir. Ayrıca, PCA, temel bileşenleri hesaplama ve bunları, 

bazen yalnızca ilk birkaç temel bileşeni kullanarak ve gerisini göz ardı ederek veriler üzerinde 

bir temel değişikliği gerçekleştirmek için kullanma süreci olarak da tanımlanabilmektedir 

(Bro ve Smile 2014; Pasini 2017; Lever et al. 2017). Şekil 25’te bulunan çalışmaya ait temel 

bileşenler analizine bakıldığında 5 örnek için farklı 5 küme görünmektedir. Her küme kendi 

içinde benzer gen ekspresyonlarına sahiptir. Şekil 25’e göre mavi (nimf_rep2) ve sarımsı yeşil 

(ergin_rep2) PC1(%61.96)’e göre farklılık göstermektedir. Bu farklılıklar muhtemelen PC1 

üzerinde ağır etkileri bulunan genlerden kaynaklanmaktadır. PC1 en fazla varyasyonu 
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gösterirken, PC2 ikinci en fazla varyasyonu göstermektedir. Bu nedenle PC1 ekseni boyunca 

gruplar arasındaki farklılıklar, aslında PC2 ekseni boyunca benzer görünen mesafelerden daha 

büyüktür. 

Çoğu RNA sekanslamanın ana amacı 2 veya daha fazla grup arasında farklı 

(differansiyel) ifadeleri tespit etmektir. Bu genellikle, grup başına yalnızca birkaç kopya ile 

binlerce gen için yapılmaktadır, dolayısıyla istatistiksel bir yöntem gerektirmektedir. DESeq2 

algoritması (negatif binom dağılımına dayanan DESeq'in gelişmiş bir versiyonudur) bu amaç 

için çok yaygın olarak kullanılmaktadır (Zhao et al. 2016). DESeq2'nin yeni versiyonu, 

dağılımlar için gene özgü bir büzülme tahmininin kullanılmasına izin vermektedir. Dağılımı 

tahmin ederken, DESeq2 benzer bir ortalama ifadeye sahip tüm genleri kullanmaktadır. 

Küçük ortalama ekspresyon değerlerine sahip genlerin tanımlanmasından kaçınmak için kat 

değişimi (fold change) tahmini de kullanılmaktadır (Wang et al. 2019). DESeg2’nin ortalama 

oranları,  gen başına geometrik ortalamaya göre gen sayımlarının medyan oranı tarafından 

belirlenen numuneye özgü boyut faktörleri ile bölünen sayımlar olarak ifade edilmektedir. Bu 

algoritmada sekans derinliği ve RNA kompozisyonu hesaplanmaktadır. Numuneler arasında 

ve differansiyel genlerin (DE) analizi için gen sayımı karşılaştırmaları yapılmaktadır. Örnek 

karşılaştırmaları yapılmamaktadır (Anonymous f 2021). 

Normalleştirilmiş sayım dağılımları, bir yoğunluk grafiği aracılığıyla 

özetlenebilmektedir. Yoğunluk grafiği, tekrarlı sayım dağılımındaki bir farklılığın 

saptanmasını sağlayarak daha fazla ayrıntı vermektedir. İdeal olarak belirli bir koşul için her 

replika (kopya) için yoğunluk grafiği, replikalar arasında en düşük değişkenliği gösterirken 

büyük ölçüde örtüşme olmalıdır (Jiménez-Jacinto et al. 2019). DESeq2 algoritması ile 

DEBrowser kullanılarak elde edilen farklı ifade olan genlerin (DEG) yoğunluk grafiklerinin 

olduğu Şekil 26 incelendiğinde, nimf ve ergin replikalarının yoğunluk grafiklerinin büyük 

ölçüde örtüştüğü görünürken, yumurta ile ergin replikalarının ve nimf replikalarının az bir 

kısmının örtüştüğü ve büyük çoğunluğun örtüşmediği görülmektedir. Ayrıca yumurta 

örneğinde farklı ifade olan genlerin ergin replikalardaki diferansiyel genlerdeki farkı nimf 

replikalardaki farklı genlerdeki farkından daha azdır. Birbiriyle en çok örtüşmenin olduğu 

yoğunluk grafiği (nimf replikası 2 hariç) nimf replikaları ile ergin replikalardaki diferansiyel 

genlerde görülmektedir. Ancak genel olarak bütün yoğunluk grafiklerinde replikalar arasında 

belirli farklılıklar bulunmaktadır. 

Şekil 27’de DEG’lerin MA ve Volcano grafikleri verilmiştir. Gen ifadesi veri 

kümelerini görselleştirmek için 2 boyutlu (2D) dağılım grafiği olarak da nitelendirilen MA 

grafiği, log-yoğunluk ortalamalarına (A değerleri) karşı log-yoğunluk oranlarının (M 
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değerleri) bir grafiğidir. 2 örnek arasında benzer ifadeye sahip genler M=0 değeri etrafında 

kümelenecektir. M=0 çizgisinden uzak noktalar anlamlı ekspresyona sahip genleri 

göstermektedir. Örneğin; noktalar M=0 çizgisinin üstünde ve altında ise ilgili gen sırasıyla 

yukarı doğru ve aşağı doğru düzenlenmektedir (Anonymous e 2021). Şekil 27’de verilen MA 

grafikleri incelendiğinde yumurta ve nimf örnekleri için yukarı düzenlenen genlerin (kırmızı 

renkli) yoğun olduğu özellikle (M>1 ve A>1’den sonra), A>3’ten sonra bu yoğunluğun 

azaldığı, aşağı düzenlenen genlerin (mavi renkli) yoğunluğunun yukarı düzenlenen genlerin 

yoğunluğuna kıyasla az olduğu, M=0 çizgisinde benzer ifadeye sahip genlerin yoğunluğunun 

aşağı düzenlenen genlere kıyasla fazla olduğu görülmektedir. Yumurta ve ergin örnekleri için 

çizilen MA grafiğine bakıldığında yumurta ve nimf örneklerine kıyasla yukarı ve aşağı 

düzenlenen genlerin daha fazla yoğun olduğu, benzer ekspresyonlara sahip genlerin 

yoğunluğunun azaldığı anlaşılmaktadır. Nimf ve ergin örnekleri için çizilen MA grafikte ise 

benzer ifadere sahip genlerin yoğunluğunun arttığı ancak yukarı ve aşağı düzenlenen genlerin 

yoğunluğunda ciddi azalma olduğu ayrıca aşağı düzenlenen bazı genler için M<-3 olduğu 

bulunmaktadır. Yumurta, nimf ve ergin evrelerdeki ifade olan genlerin yoğunluk değerleri 

dikkate alındığında özellikle yumurta evresindeki ifade olan genlerin nimf ve ergin 

evredekilere kıyasla farklılıklarının yoğun olduğu ortaya çıkmaktadır. Bu çıkarım Şekil 

26’daki yoğunluk grafikleri ile uyum sağlamaktadır. 

MA grafiği istatistiksel ölçümleri dikkate almamaktadır. Bu nedenle örnekler arasında 

istatistiksel olarak anlamlı farkları olan genleri MA grafiğinden söyleyemeyiz. Eğer böyle bir 

veri isteniyorsa volcano grafikleri kullanılmalıdır (Anonymous e 2021).  Volcano grafiği, 

volkan gibi bir şekle sahip 2 boyutlu bir dağılım grafiğidir ve log2 kat değişikliği (log2FC) (x 

ekseni) ve p değeri (-log10) (y ekseni) açısından iki farklı numune koşulundan (örn. 

Böceklerin gelişim evrelerinden yumurta ve nimf evresi) istatistiksel olarak anlamlı gen 

ekspresyonu değişikliklerinin görselleştirilmesi ve tanımlanması için kullanılmaktadır. 

Volcano grafikleri ile omik araştırmalarından (örn. Transkriptomik, genomik, proteomik…) 

elde edilen binlerce genin ifadesini görselleştirmek ve önemli değişikliklere sahip genleri 

saptamak kolaylaşmaktadır (Anonymous e 2021).  Pozitif x ekseni değerleri yukarı 

düzenlenen genleri verirken, negatif x değerleri aşağı düzenlenen genleri vermektedir (El-

Ashram et al. 2017). Şekil 27’deki volcano grafikleri, MA grafikleri ile uyumlu olacak şekilde 

sonuçlar vermektedir. Yumurta örneğindeki diferansiyel genlerin nimf ve ergin örneklerindeki 

diferansiyel genlerin karşılaştırılmasında yukarı düzenlenen genlerin fazla olduğu ancak nimf 

ve ergin örneklerindeki differansiyel genlerin kıyaslanmasında yukarı düzenlenen genlerin 

miktarında azalma olduğu, aşağı düzenlenen genlerin miktarının yukarı düzenlenen genlere 

yakın olduğu ancak diğer örnek karşılatırmalarına göre azaldığı anlaşılmaktadır. 
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Değişkenler arasındaki ilişkileri gözlemlemek için kullanılan saçılma grafikleri, iki 

farklı sayısal değişkenin değerlerini temsil etmek için noktaları kullanmaktadır. Yatay ve 

dikey eksendeki her noktanın konumu, tek bir veri noktası için değerleri belirtmektedir 

(Anonymous a 2021). Şekil 28’de verilen saçılma grafikleri incelendiğinde benzer 

ekspresyonlara sahip genlerin genelde güçlü, pozitif ve linear olarak saçılım gösterdikleri, 

yumurta ve nimf ile yumurta ve ergin örneklerindeki yukarı düzenlenen diferansiyel genlerin 

güçlü ve pozitif bir ilişki göstermekle birlikte birbiriyle çok ilişkili olmayan genlerin  ( 

saçılımdan uzak olan kırmızı noktalar) olduğu da anlaşılmaktadır. Yumurta ve nimf ile 

yumurta ve ergin örneklerindeki aşağı düzenlenen diferansiyel genlerin güçlü ve pozitif bir 

ilişki göstermekle birlikte birbiriyle çok ilişkili olmayan genlerin  (saçılımdan uzak olan mavi 

noktalar) olduğu da anlaşılmaktadır. Nimf ve ergin’deki yukarı ve aşağı düzenlenen genlerin 

oldukça azalmakla birlikte genler arasındaki ilişkinin uzaklaştığı (noktalar arasındaki 

boşluklar artmıştır) anlaşılmaktadır. 

Isı haritaları (heatmap) her rengin belirli bir değer kümesini temsil ettiği sürekli bir 

renk haritasıdır (Bedre et al. 2015). Şekil 29’da diferansiyel eksprese olan genlerin ısı haritası 

verilmiştir. Burada mavi renk koyulaştıkça diferansiyel eksprese genlerin ekspresyonunun 

arttığı kırmızı renge doğru gidildikçe diferansiyel eksprese genlerin ekspresyonunun azaldığı 

anlaşılmaktadır. 

RNA-seq transkriptom çalışması ile birlikte kitin sentaz 1 genine ait dizilim 774 baz 

olarak elde edilmiştir. qRT-PCR ifade sonuçlarının gösterildiği Şekil 30 incelendiğinde kitin 

sentaz 1 geninin yumurta, nimf ve ergin evrede eksprese olduğu ancak en çok yumurta 

evresinde en az nimf evresinde eksprese olduğu anlaşılmaktadır. Panonychus citri’nin 

yumurta, larva, nimf ve ergin evrelerinde kitin sentaz 1 geninin ekspresyonu üzerine yapılan 

çalışmada en yüksek ekspresyon seviyesi yumurta evresinde gözlenmiştir ve diğer evrelerde 

oldukça azalmıştır (Xia et al. 2014). Panonychus citri’nin yumurta, larva, ergin, nimf ve ergin 

evrelerinde kitin sentaz 1 geninin ekspresyonu üzerine yapılan başka bir çalışmada ise yine 

yumurta evresinde en yüksek ekpresyon seviyesi gözlenmiştir. Larva ve nimf döneminde 

oldukça azalan kitin sentaz 1 geni ekspresyonu ergin dönemde (özellikle dişi örneklerde) 

tekrar artış göstermiştir (Ali et al. 2020). Dolayısıyla çalışma bulguları diğer çalışmalarla 

desteklenmektedir. 

Sonuç ve Öneriler 

1. R. simulans’ın yumurta, nimf, ergin evre örnekleri için RNA-seq transkriptom 

analizi yapılmıştır ve 509137 sekans sayısı, 370106677 total uzunluk, en uzun 

sekans 35193 nt, en kısa sekans 178 nt, ortalama sekans uzunluğu 727 nt, %35,27 
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GC içeriği, %32,36 Adenin, %32,27 Timin, %17,50 Guanin, %17,77 Sitozin 

verileri elde edilmiştir. 

2. Kitin sentaz1 genine yönelik sekans elde edilmiştirve qRT-PCR çalışmaları ile 

doğrulama işlemi yapılmıştır.  

3. Bu çalışmada elde edilen veriler ile bu canlı ve bu canlıyla yakın akraba olarak 

bulunan canlılarda moleküler tabanlı olarak çalışma yürütülme potansiyeli oldukça 

yüksektir.  

4. Kitin sentaz, böceklerin büyümesi ve gelişmesi için gerekli olduğundan, bu çalışma 

ile haşere kontrolü ve yönetimi için yeni alternatifler sağlanabilecektir. 
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