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Insects are one of the most successful species that can adapt to many different habitats. This feature
of insects shows their evolutionary solid skills. Approximately, more than 80% of species described
so far belong to Insecta. Advancements in DNA sequence technology and low cost allowed
researchers to sequence entire genomes of many insect species. The comparative genomics approach
is one of the powerful tools to uncover molecular and evolutionary mechanisms underlying the rapid
and successful adaptation of insects. Protein families and their copy numbers are one of the key
factors to uncover the evolutionary need of species. Several studies on insect evolution have been
performed using different insect taxa. However, these studies focused on gene family evolution and
phylogenetic relations. In this study, genomes of twenty insect species were examined to identify
protein families and their copy numbers, and their variations in insects. The results showed that
insects share fundamental protein families (Receptor proteins, Pkinase, Trypsin) with similar copy
numbers to perform essential life tasks. Additionally, several protein families were found to have
different copy numbers in some species, which showed that the adaptation need of each species
differs. This study also highlighted the variation of several proteins in insects.
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Bocekler, birgok farkli habitata uyum saglayabilen en basarili tiirlerden biridir. Boceklerin bu 6zelligi
onlarm evrimsel agidan gii¢lii becerilerini gostermektedir. Simdiye kadar tanimlanan tiirlerin yaklagik
%80’inden fazlasi Insecta’ya aittir. DNA dizisi teknolojisindeki gelismeler ve diigsilk maliyet,
arastirmacilarin birgok bdcek tiiriiniin tiim genomlarmi dizilemesine izin verdi. Karsilagtirmali
genomik yaklasimi, boceklerin hizli ve basarili adaptasyonunun altinda yatan molekiiler ve evrimsel
mekanizmalari ortaya ¢ikarmak i¢in gii¢lii araglardan biridir. Protein aileleri ve kopya sayilari, tiirlerin
evrimsel ihtiyaglarmi ortaya cikarmak igin kilit faktorlerden biridir. Farkli bdcek taksonlart
kullanilarak bocek evrimi {izerine cesitli caligmalar yapilmistir. Bununla birlikte, bu ¢alismalar gen
ailesinin evrimi ve filogenetik iligkilere odaklandi. Bu ¢alismada, protein familyalarini ve bunlarin
kopya sayilarint ve boceklerdeki varyasyonlarmi belirlemek i¢in yirmi bocek tiiriiniin genomlari
incelenmistir. Sonuglar, boceklerin temel protein ailelerini (Reseptdr proteinleri, Pkinaz, Tripsin)
temel yasam gorevlerini yerine getirmek icin benzer kopya numaralariyla paylastigini gésterdi. Ek
olarak, birkag protein ailesinin bazi tiirlerde farkli kopya sayilarina sahip oldugu bulundu, bu da her
tiirtin adaptasyon ihtiyacinin farkli oldugunu gésterdi. Bu ¢alisma ayni1 zamanda bdceklerdeki birkag
proteinin varyasyonunu da vurguladi.
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Giris

Bocekler, Diinya’daki en  g¢esitli  organizma
gruplarindan biri olarak kabul edilmektedir (Zhang ve ark.,
2007). Bocekler, en eski kara hayvanlar1 arasindadirlar ve
diinyadaki varliklar1 en az 400 milyon yil Oncesine
dayanmaktadir (Zhang ve ark., 2007). Bugiine kadar
yaklagtk  bir milyon boécek tiri  tanimlanmus,
smiflandirilmig ve adlandirilmig olmasina ragmen, gercek
sayilarimin 2,5 ila 10 milyon araliginda oldugu
diistiniilmektedir (Zhang ve ark., 2007). Uzun evrimsel
tarihleri boyunca ¢ok cesitli habitatlarda kolayca uyum
saglamislardir (Gaunt ve Miles 2002. Bunun arkasindaki
boceklerin  evrimsel basarisi, ekolojik, ¢evresel ve
biyolojik zorluklarin {stesinden gelmelerini saglayan
muazzam fenotipik ve genetik ¢esitliligin sonucudur.
Boceklerdeki genetik ¢esitliligin, uzak gruplara kiyasla bir
takim iginde bile daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Ormegin, bir bocek takimi olan Diptera’daki genetik
cesitlilik (Severson ve ark., 2004) , insan ve zebra balig1
gibi iki uzak tiiriin genetik ¢esitliligine kiyasla ¢ok daha
yiiksek oldugu ortaya konmustur (Barbazuk ve ark., 2000).

Tam  genom  dizilemedeki son  gelismeler,
aragtirmacilarin, bocekler de dahil olmak iizere
organizmalarin tim genomunu ortaya cikartarak genetik,
saglik basta olmak iizere pek ¢ok alanda genis ¢apl
¢aligmalara olanak saglamistir.

Protein ailelerindeki varyasyonlar, molekiiler evrimin
ve uyumun temelini olusturarak organizmalarin hayatta
kalmak i¢in zorlu g¢evresel nislere adaptasyon ihtiyacini
yansitir (Lees ve ark., 2016). Baz1 protein aileleri, ¢esitli
ortamlara uyum saglamada kilit oyunculardir. Bu protein
ailelerinden bazilar1 farkli kaynaklardan (konukgu) gida
molekiillerinin ~ sindirilmesi i¢in  Tripsin, ¢evresel
kaynaklardan (konukgu, ayni tiiriin bireyleri vb.) salinan
koku maddelerini tespit etmek igin 7TM grubu (7tm_1,
7tm_6 ve 7tm_7) (yedi transmembran) reseptorleri olarak
siralanabilir (Liu ve ark., 2021).

Boceklerde hayatta kalmak ve iiremek igin degisen
ortamlara yanit vermek ve uyum saglamak ¢ok 6nemlidir.
Bunun i¢in, boceklerde cogunlukla transkripsiyon faktorleri,
Zn (Laity ve ark., 2001) ve sinyal proteinleri (GPCR)
(Bleuven ve Landry 2016) onemli rol oynar. Basarili
adaptasyon ve hayatta kalma icin bir diger kritik faktor,
konakeilar veya bdcek ilaglart gibi sentetik {iriinler
tarafindan salinan cesitli toksik kimyasal bilesenlerin
iistesinden gelmektir. Bir protein ailesi olan Sitokrom p450,
monooksijenazlar gibi detoksifikasyon enzimleri igerir ve bu
toksik bilesenlere kars1t bocek savunma mekanizmalarinda
onemli roller gerceklestirir (Feyereisen 1999) . Proteinlerin
ekspresyonunun diizenlenmesine ek olarak, bu proteinlerin
kopya sayisi varyasyonlari da adaptasyon igin ve dolayisiyla
tiirlerin ekolojik 6zelliklerini belirlemek igin ¢ok 6nemlidir
(Gerstein ve Berman 2015).

Bocek tiirlerinde protein ailesi ¢esitliligini ve protein
ailelerinin varyasyonunu karsilastiran yalnizca birkag
calisma vardir. Bununla birlikte, bu calismalar yalnizca
birka¢ protein ailesi {izerine odaklanmistir. Bu nedenle,
protein ailelerinin bocekler arasinda nasil farklilastigt ve
boceklerde protein ailelerinin kopya sayis1 varyasyonunun
nasil oldugu hala biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. Bu
caligmada, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)
veritabaninda bulunan tiim genom dizilemesinden iiretilen
7 bocek takimindan 20 bdcek tiiriiniin protein verilerini
kullanarak bocekler arasindaki protein ailesi ¢esitliligini
ortaya konulmas1 amaclandi.

Materyal ve Yontem

Materyal

Bu c¢aligmada 7 takima (Hemiptera, Homoptera,
Isoptera, Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera ve
Coleoptera) ait 20 bocek tiiriiniin proteom verileri
NCBI’den alinmistir (Cizelge 1). Bocek tiirlerinin genomik
ozellikleri Cizelge 1’de verilmistir.

Cizelge 1. Bu Calismada Kullanilan Bocek Tiirlerine Ait Bilgiler

Table 1. Features of insect species used in this study

Takim Aile Tiir Gen sayisi

Cerambycidae Anoplophora glapripennis 21859

Buprestidae Agrilus planipennis 15497

Curculionidae Tribolium castaneum 18534

Coleoptera Curculionidae Dendroctanus ponderosae 13457
Chrypsomelidae Leptinotarsa decemlineta 24830

Silphidae Nicrophorus vespilloides 13516

Scarabaidae Onthaphagus taurus 17483

Apidae Apis mellifera 15314

Hymenoptera | Agaonidae Ceratosolen solmsi marchali 12833
Formicidae Formica exsecta 22509

Hemiptera Delphacidae Laodelphax striatellus 17512
Delphacidae Nilaparvata lugens 24319

Homoptera Aphididae Acyrthosiphon pisum 36195
Culicidae Anopheles gambia 14102

Diptera Drosophilidae Drosophila melanogaster 30504
Culicidae Culex quinguefasciatus 18883

. Nymphalidae Danaus plexippus 15128
Lepidoptera Bombycidae Bombyx mori 22510
Isoptera Termopsidae Zootermopsis nevadensis 14610
Kalotermitidae Cryptotermes secundus 26728
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Sekil 1. Boceklerdeki Protein Ailelerinin Kiimele Analiz Sonuglari
Figure 1. Results of analysis of clustering protein families in insects

Protein Ailelerinin Tanimlanmasi

Boceklerdeki protein ailelerinin tanimlanmasinda
hmmer arac1 v3.1 (Finn ve ark., 2011) ile PFAM (Protein
Family) protein veritabani1 v32’ye kars1 0.01 esik degeri (e-
value) ile arandi. Arama sonucunda, en yiiksek benzerlik
oranina sahip olan protein aileleri segilerek boceklerdeki
protein ailesi varyasyonlarinin analiz  edilmesinde
kullanildu.

Protein Ailelerinin Kiimelenmesi ve Korelasyonu

R v3.6.1°de (Team 2013) complexHeatmap R paketi
(Gu ve ark., 2016) kullanilarak boceklerdeki protein
aileleri,  clustering_distance_rows =  “euclidean”,
clustering_distance_cols = “euclidean”, clustering_method
= “pearson” seceneklerle kiimelenmistir. Bocek tiirlerinin
protein ailelerinin ¢ift yonlii korelasyonu (bdcek tiirleri
arasindaki iliski ve protein aileleri arasindaki iliski), R
v3.6.1°deki (Team 2013) yerlesik cor fonksiyonu
kullanilarak Pearson yontemine gdre hesaplanmistir .
Analiz sonuglar1 R v3.6.1°de (Team 2013) factoextra
v1.0.7 R paketi kullanilarak gorsellestirilmistir.

Protein Ailelerinin Temel Bilesen Analizleri

R v3.6.1°de (Team 2013) yerlesik olarak bulunan
prcomp fonksiyonu kullanilarak Temel Bilesen Analizi
yapildi ve sonuglar factoextra ve PCAtools R paketleri
(Team 2013) kullanilarak gorsellestirildi.

Sonuglar

Boceklerde Protein Ailesi Cesitliligi

Protein ailelerinin sayist bocekler arasinda biiyiik
farkliliklar ~ gostermektedir  (Sekil 1). Cesitli
metabolik/hiicresel siireglerde yer alan protein aileleri tiim
bocek tiirlerinde tespit edildi. Bu protein aileleri, Pkinaz,
Tripsin, zf-C2H2, zf-H2C2_2, RRM_1, WD40, LRR_8,
Ank 2, BTB, Chitin_bind_4 ve Homeobox, 7tm_1, 7tm_6
ve 7tm_7, MFS 1, Sugar tr, p450, Ras ve Ig 3 (Sekil 1)
yer almaktadir. Her protein ailesindeki kopya sayisi
karsilastirmalari, gesitli protein ailelerinde bocek takimina
ve tlire Ozgili protein ailesinin kopya sayisinin artis
gosterdigi tespit edildi. Ornegin, Tripsin’in Diptera
takiminda artig gosterdigi, MADF_DNA_bdg, THAP,
Kelch_1 ve PIF1 protein ailelerinin Acyrthosiphon
pisum’da, BTB protein ailesi Cryptotermes secundus,
Drosophila melanogaster ve Formica exsecta tiirlerinde
diger tiirlere kiyasla daha fazla kopya sayisina rastlanildi
(Sekil 2). Tiire 6zgii protein ailesinin kopya sayisindaki
artisin diger Ornekleri ise, reseptdr bir protein ailesi olan
7tm_6’nin F. exsecta’da ve lg_3 protein ailesinin D.
melanogaster ’da, 7tm_7 protein ailesinin iki Coleoptera
tirtinde (Anoplophora glapripennis ve T. castaneum)
goriilmesidir (Sekil 2). Genel olarak, bu sonuglar, bocek
tirlerinin temel yasam gereksinimlerini karsilayacak
cekirdek protein ailelerine (her bocek tiiriinde olan) sahip
oldugu, bazi protein ailelerinin (sindirimden sorumlu,
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konukg¢u/es arama goérevi géren vb.) protein ailelerinde
protein ailesinin kopya sayisiin artig gosterdigi tespit
edilmistir. Bu durum, boceklerin yagam alanlari, konukcu
araligl (tercih ettigi konukcu agag¢ tiirii sayis1) yada es

secimindeki  tercihlerinin  farkliliklarindan  kaynakli
olabilecegi 6ne siirtilebilir.
Boceklerde  Protein  Ailesi  Varyasyonu  ve

Korelasyonu

Protein ailelerindeki kopya sayilarindaki varyasyon ve
korelasyona bakildiginda, en yiiksek varyasyon PC1’de
(%47,26) gozlendi ve bunu PC2 (%16,81), PC3 (%9,52),
PC4 (%7,82) ve PC5 (%4,79) izledi (Sekil 2).

PBP_GOBP, CBM_14, Homeobox, 7tm_6, CQOesteraz,
Ras, Ig_3, LRR 8, p450 ve Chitin_bind 4 protein
ailelerinin bir grup olarak pozitif korelasyon gosterdigi

Dim1 (82.4%)

Sekil 2. Boceklerdeki Protein Ailelerinin Temel Bilesen
Analizi Sonuglari.
Analizde Degisken Olarak Protein Aileleri Se¢ilmistir.
Figure 2. Results of Principal Component Analysis of

bulundu, Kelc_1, THAP, MADF_DNA_blog, BTB,
Pkinase_Tyr, I-set, adh_shor, Ank_2, Sugar tr, 7tm_1,
RRM_1, WD40 ve zf_C2H2’nin bir grupta birlikte pozitif
korelasyona sahip oldugu bulundu (Sekil 2).

Bocekler arasindaki ikili protein ailesi
karsilastirmalarina bakildiginda, C. secundus diginda diger
bocekler arasinda giiglii bir pozitif korelasyon tespit edildi
(Sekil 3). Bocek tiirleri (degiskenler) arasindaki protein
varyasyon karsilastirmalarinda ise, bocekleri birinci ve
ikinci boyutta sirasiyla %82,4 ve %4,1°lik degiskenliklerle
iki boyutta gruplandirmistir (Sekil 3). Boceklerde protein
familyalarindaki degigkenlige en yiiksek katki Anopheles
gambia’da gozlenmistir (Sekil 3). Bu da protein ailelerinin
kopya sayisindaki farklilik en fazla bu tiirde oldugunu
gostermektedir. Degiskenlige en diisiik katki A. pisum’da
gozlenmistir (Sekil 3).

Dim2 {4.1%)
\{
H

Dimi (82 4%)

Sekil 3. Boceklerdeki Protein Ailelerinin Temel Bilesen
Analizi Sonuglari.
Analizde Degisken Olarak Bocek Tiirleri Segilmistir.
Figure 3. Results of Principal Component Analysis of

Protein families. Protein families were selected as variable Protein families. Insect species were selected as variable in

in the analysis
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Sekil 4. Boceklerdeki Protein Ailelerinin Bocek Tiirlerinde
Korelasyonu Sonuglar.

Bu Analizde Bocek Tiirleri Birbirleriyle Ikili Kiyaslama Yapilmustir.
Figure 4. Results of correlation of protein families in
insects. In this analysis, pair-wise comparative of insect
species were carried out

the analysis
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Figure 5. Loading plots of analysis on the most variable
protein families in insects
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C. secundus ve A. pisum’un diger tiirlere kiyasla daha
diisiik bir pozitif korelasyon gostermesi diginda, protein
ailelerindeki genel kopya sayis1 varyasyonlarinin
boceklerde benzer oldugu ve bocekler arasinda yiiksek bir
pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4).

Protein ailelerinin bdceklerde varyasyon {izerine
yapilan analizde her bir ana bilesende (PC), zf-H2C2_2,
Tripsin, Pkinaz, 7tm_6, THAP, H_psq ve 7tm_7 protein
ailelerinin, neredeyse tiim PC’lerde degiskenlige en yliksek
katk1y1 yaptig1 bulundu (Sekil 5).

Tartisma ve sonug¢

Bu calismada, gesitli taksonomik gruplardan toplam 20
bocek genomu, boceklerde protein ailelerin arastirilmasi ve
protein ailelerin gesitliligini anlamak i¢in incelenmistir.

Bocekler, temel metabolik ve hiicresel siireglerini
siirdiirmek i¢in ¢ekirdek protein ailelerine sahiptir. Bu
protein ailelerinin en Onemlilerinden birisi, proteinleri
peptidlere parcalayarak proteoliz aktivitesi yoluyla gida
molekiillerinin sindirilmesine katilan ve bir¢ok hayvanin
sindirim sisteminde bulunan bir serin proteaz olan
Tripsindir (Rawlings ve Barrett 1994) . Bu c¢aligmada,
Tripsinin tim bdcek tiirlerinde kopya sayisinda artig
oldugu bulundu. Bu bulgu, beslenmenin tiim bdcek tiirleri
icin hayatta kalma ve lireme i¢in gerekli oldugunu ve
yasam dongiileri boyunca hiicresel siirecleri siirdiirmek
icin enerji sagladigimi gostermektedir. Pkinaz, ¢esitli
hiicresel siire¢ ve metabolizmada, hiicre hareketinde,
transkripsiyon hiicre dongiisii diizenlemesinde (Hanks ve
Quinn 1991), embriyonik gelisimde ve ¢evresel uyaranlara
yanitta etkin rol oynamaktadir (Scheeff ve Bourne, 2005) .

Ayrica zf-C2H2 2 protein ailesi de kopya say1s1 agisindan
bdceklerde artig halinde oldugu tespit edilmigtir. Bu protein
ailesinin  DNA, RNA ve proteinleri baglama yoluyla
baglanma aktivitesine dahil oldugu bilinmektedir (Englbrecht
ve ark., 2004) ve boceklerde fizyolojik siireglere ve dis
cevresel uyaranlara bir yanit olarak farkli fonksiyonel genlerin
transkripsiyonunu kontrol edebilir (Guo ve ark., 2004). Bu
nedenle, zf-C2H2 2 ailesi, genleri ihtiyaglarma gore
diizenleyerek boceklerin ¢esitli ¢evre kosullarina uyum
saglamalarina en biiyiik katkilardan biri olabilir.

Kitin boceklerin dis iskeletinin birincil ve 6nemli bir
bilesenidir. Bu polisakarit, ¢esitli kiitikiil ve matris protein
gesitlerinin kombinasyonunda karmasik yapilar olusturur
(Zhu ve ark., 2016) . Boceklerde biiylime, morfogenez ve
gelisme, kitinin biyosentezi ve modifikasyonuna aracilik
eder (zhu ve ark., 2016). Chitin_bind_4, eklem
bacaklilarda kitini baglayarak kutikulanin  yapisal
bileseninde yer alan ve boceklerin yapisal materyallerini
olusturarak onlarin yasam dongiileri boyunca koruma,
destek ve hareket igin gerekli olan bir protein ailesidir
(Rebers ve Willis 2001) . Deri degistirme ve metamorfoz,
boceklerin gelisimindeki temel ve 6nemli siireclerdir ve
yasam dongiileri boyunca devam eder (Merzendorfer ve
Zimoch 2003) . Bu nedenle, bu protein ailesinin kopya
sayisinin tiim bdceklerde genigletilmesi, deri degistirme,
morfogenez ve biiylimenin boceklerde temel evrimsel
korunmus siiregler oldugunu gosterdi.

Tiim boceklerde protein kopya sayisinin artig gosterdigi
sinyal protein aileleri olan 7tm_1, 7tm 6 ve 7tm 7,
boceklerin hayatta kalmasi ve iiremesi i¢in, drnegin besin
kaynagimi belirleme ve bir es se¢imi igin gereklidir

(Bleuven ve Landry 2016). Bu protein aileleri, boceklerde
habitat se¢imi ve popiilasyon dinamikleri i¢in 6nemli
olabilir ve bu nedenle gesitli ortamlara uyum saglamak i¢in
¢ok onemlidir. P450 protein ailesi, biiylime ve gelisme,
detoksifikasyon yoluyla bdcek savunmasi ve pestisit
direnci ve bitkiler tarafindan salinan toksinlere tolerans
gibi ksenobiyotiklere karst koruma gibi cok c¢esitli
stireclerde yer alan monooksijenaz enzimlerinden olusur
(Feyereisen, 1999 ).

Pkinaz, 7tm_6, THAP, H psq ve 7tm_7 protein
ailelerinde gen sayisinda yiiksek varyasyon bulunmasi tiire
0zgii adaptasyon gereksinimlerinin birbirlerinden farkli
oldugunu gostermektedir.

Genel olarak, tiim bocek tiirlerinde ayni protein
ailelerinde (temel yasamsal aktivitelerinde rol alan protein
aileleri) kopya sayisinin artis gostermesine ragmen, bazi
protein ailelerinin kopya sayisinin bocek tiirleri arasinda
degistigi bulundu. Bu, tiim bdceklerin iireme, biiylime ve
gelismeyi igeren uygun bir yasam dongiisiinii stirdiirmek
ve cevresel uyaranlara yanit yoluyla ayni diizenin ve
ekolojinin diger tyeleriyle iletisim kurmak icin temel
biyolojik ve fizyolojik siire¢lerde yer alan protein ailelerine
ihtiya¢ duydugunu gosterir. Bazi protein familyalariin
tire 6zgili artis yada azalis olarak gozlendigi ve protein
ailelerinin kopya sayilarinda varyasyon gozlendigi
goriilmiistir. Bu durum, bdceklerde yiiksek genetik
cesitliligin bulundugunu ve tiire 6zgili protein ailesinin
evriminin boceklerin yasam dongiilerinde énemli bir role
sahip oldugunu gosterebilir. Ayrica, protein ailelerindeki
kopya sayilarindaki varyasyon, boceklerin evrimini ve
cesitliligini oldugu kadar morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerini de yansitir. Bu ¢aligmanin mevcut bulgulari,
evrimsel olarak korunmus protein aileleri ve boceklerdeki
protein ailelerindeki kopya sayilarinin degigsimi hakkinda
fikir vermektedir.

Cikar catismasi

Yazar herhangi bir c¢ikar c¢atigmast  beyan
etmemektedir.
Yazar Katkisi

MD: Arastirmanin tasarlanmasi, organizasyonu,

analizler ve makalenin yaziminda katk1 sagladi.
Finansman

Finansman mevcut degil.
Etik Onay

Bu makale, insan katilimcilar1 veya hayvanlari igeren
herhangi bir deneysel g¢alisma igermemektedir.
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