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Hububat triinleri ilkemiz agisindan 6nemli ekonomik degere sahiptir. Bu nedenle
hububat {irlinlerinin hastalik ve zararlilardan korunarak saklanmasi onemlidir. Depo
zararlis1 Trogoderma granarium diinya capinda karantinaya dahil edilmis 100 istilaci
tiir arasinda yer almaktadir. Genis konukgu tercihine sahip olmasi, dél sayisinin uygun
sartlar altinda 12’ye kadar ulasabilmesi ve uzun yillar siirebilen diyapoz mekanizmasina
sahip olmasi bu tiir ile miicadeleyi zorlu kilmaktadir. Biyoteknolojik ¢aligmalarin 6nem
kazanmasiyla birlikte zararlilar ile miicadelede hedef genin bilgisinin bulunuyor olmasi
onem kazanmistir. Bu amagla tez kapsaminda T. granarium bireylerinin diyapozla
iliskili oldugu disiiniilen 5 adet genin ifade diizeyleri analiz edilmistir. Bu genler
peritrophic matrix protein 14 precursor (PM), spidroin-1-like (SP), endochitinase A-
like, A-kinase anchor protein 14-like [Ceratitis capitata] (EC) , anti-diruetic peptide
precursor (ADH) olarak belirlenmistir. Gen ifadelerine 4 farkli kosul (Aglik, feges,
populasyon, soguk baskisi) ve 5 farkli donemden (1., 2., 3. dénem larva, ergin disi ve
ergin erkek) elde edilen 6rneklerden 3 tekerriirlii olacak sekilde incelenmistir. gPCR
analizi sonucunda elde edilen CT degerleri, housekeeping genlere ait CT degerleri ile
karsilastirlmak iizere, 2" formilii kullanilarak normalize edilmistir. Ornekler
arasindaki istatistiksel anlamlilik, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Tukey's Honest Significant Difference (HSD) testi ile belirlenmistir. Degerlendirmede
kosullara gore EC geni hari¢ tiim genlerin soguk baskisi altinda, EC geninin ise
popiilasyon baskisinda en fazla ifade edildigi bulunmustur. Dénemlere gére ADH geni
harig diger tiim genlerin 1. donem larvada ifade diizeyinin en fazla oldugu bulunmustur.
ADH geni tiim donemler arasinda en fazla ergin diside ifade edilmistir. Bu calisma ile
elde edilen verilerin zararl ile miicadelede bocek fizyolojisini hedef alan diger bilimsel
caligmalara 151k tutacagi diisiiniilmektedir.
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EXPRESSION PROFILES OF DIAPAUSE RELATED GENES IN Trogoderma
granarium (Coleoptera: Dermestidae)
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Supervisor: Prof. Dr. Nurper GUZ

Cereal products have an important economic value for our country. For this reason, it is
important to store cereal products by protecting them from diseases and pests. The
storage pest Trogoderma granarium is among the 100 invasive species included in
quarantine worldwide. The fact that it has a wide host preference, the number of
offspring can reach up to 12 under suitable conditions and it has a diapause mechanism
that can last for many years makes it difficult to fight with this species. Recently, with
the increasing of biotechnology studying in pest control, it has become important to
have the knowledge of the target gene of the mechanism that is desired to be broken in
the fight against pests. For this purpose, within the scope of the thesis, the expression
levels of 5 genes thought to be associated with diapause in T. granarium individuals
were examined. These genes were identified as peritrophic matrix protein 14 precursor
(PM), spidroin-1-like (SP), endochitinase A-like, A-kinase anchor protein 14-like
[Ceratitis capitata] (EC), anti-diruetic peptide precursor (ADH). Gene expressions were
examined in 3 replications from samples obtained from 4 different conditions
(starvation, faeces, population, cold pressure) and 5 different periods (1st, 2nd, 3rd
instar larvae, adult female, and adult male). CT values obtained as a result of real-time
PCR analysis were normalized to be compared with the CT values of housekeeping
genes using the 22T formula. Statistical significance between samples was determined
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's Honest Significant
Difference (HSD) test. In the evaluation, it was found that all genes except the EC gene
were expressed the most under cold pressure, and the EC gene was most expressed
under population pressure according to the conditions. It was found that the expression
level of all other genes except the ADH gene was the highest in the 1st instar larva
according to the periods. ADH gene was most expressed in adult females among all
periods. It is thought that the data obtained from this study will shed light on other
scientific studies.
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1. GIRIS

Khapra bocegi, Trogoderma granarium (Everts, 1898) (Coleoptera: Dermestidae)
primer bir tahil zararlis1 olup dogrudan tanede zarar yapan, i¢ ve dis karantinaya tabi bir
bocektir. Erginleri gida almaksizin 14-22 giin yasar, fakat 16°C’nin altindaki
sicakliklarda birka¢ ay veya yil hayatta kaldiklar1 bilinmektedir. Disilerin biraktiklar
yumurtalardan ¢ikan larvalar ilk 6nce gevrelerindeki besinlerle beslenmektedir. Larvalar
ilk donemlerinde saglam tahil taneleri ile beslenemedigi i¢in kirik taneler, dokiintiiler ve
diger besinlerle beslenmektedir. Bu zararlinin larvalart 4-5 yil beslenmeksizin
yasayabilmektedir. Ayrica, larvalarin bulunduklari ambarlarda catlak ve yariklarda
barinma aliskanliklar1 da mevcuttur. Yilda ortalama 4-5 dol verir. Elverisli kosullarda
dol sayis1 12°ye kadar cikabilir. Khapra bocegi; tahil iirlinlerinde, 6zellikle bugday,
arpa, yulaf, ¢avdar, dari, piring, un, bira mayasi, siit tozu, pamuk tohumu, sebze
tohumlari, yer fistig1 ve eriste gibi yiyeceklerle beslenerek zarar yapar (Dodanli ve
Mutlu 2020).

Trogoderma granarium’un temel biyolojisinde uzun siiren diyapoza sahiptir. Oyle ki
yillar boyunca varliklarini devam ettirebilirler. Diyapoz, larva doneminde soz
konusudur ve miicadelesi en zor olan donem de budur. Ayrica bu tiirler, karantinaya tabi
olmayan ve ayni gene sahip olan diger akraba tiirlerden kolaylikla ayirt edilemeyen bir

morfolojiye sahiptir. Bu sebeple, dogru tanilanmasi daha fazla 6nem kazanmustir.

Kanada, ABD ve Avustralya ile bir¢ok iilkede karantinaya tabi tutulan bu tiir diinya
genelinde “Khapra bocegi” olarak bilinmektedir. T. granarium, diinya genelinde hasat
sonrasinda karantinaya tabi tutulan en 6nemli zararlidir (Hagstrum vd. 2012). Hindistan
bolgesinden yayildig bilinen bu zararli, su anda Afrika ve Ortadogu’nun disinda Asya
ve Avrupa’daki bazi iilkelerde de goriilmektedir (EPPO 2021). Daha genis cografi
alanlarda gozlenmeye baslanmasi Khapra boceginin 6nemli bir zararli olarak ortaya
cikmakta oldugunu gostermektedir. Bu zararli, diinya ¢apinda 100 6nemli istilaci tiir

listesine dahil edilmistir (Lowe vd. 2000).



Son raporlar, Avrupa ve Ortadogu Bitki Koruma Organizasyonu bolgesi i¢inde bu tiiriin
onemli endemik alanlarin bulundugunu gostermektedir (EPPO 2021). Bu bolge, doguda
Israil’den baslayip batida Fas’a kadar devam ederek Tunus, Misir, Kibris ve Tiirkiye’yi
de kapsamaktadir. Bu zararlinin istilaci ve kendine 6zgii yapist ile birlikte kiiresel
sicakliklardaki artisa da bagli olan dayanikli gidalarin uluslararasi ticaretindeki artig, bu

bocegin onlimiizdeki siirecte daha kuzeye yayilmasi ihtimalini artirmaktadir.

Khapra bocegi, genis bir konukcu tercihine sahip olan ¢ok basarili istilact bir tiirdiir.
Yapilan arastirmada bu tiriin Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae) ve
Rhyzopertha dominica (Coleoptera: Bostrichidae) gibi diger dnemli tahil istilacilariyla
ciddi sekilde rekabet edebildigini ortaya koyulmustur (Kavallieratos vd. 2017). Bununla
birlikte, ¢cevre kosullari uygun olmasa bile bu bdcegin popiilasyonu yok olmayip diisiik
seviyelerde devam etmektedir. Sicakligin 30 derecenin iizerine ¢ikmasi durumunda
zararlinin populasyonu hizli bir sekilde artmakta ve diger depo zararlisi tiirlere
rahatlikla iistiin gelmektedirler (Kavallieratos vd. 2017). Elverisli olmayan besinler ve
ortamda az sayida da olsa bulunabilmeleri sayesinde Khapra bocegi, cografi olarak
yayilma bakimindan biiyiik bir avantaja sahiptir. Bu tiir ayrica diisiik nem oranina sahip
trtinlerle (%2’ye kadar) beslenebilme avantajma sahiptir. Clinkii depolanan iiriinlere
gelen birgok zararli tiir, en az %@8’lik bir nem oranmna ihtiya¢c duymaktadir. T.
granarium, sahip oldugu bu avantajla diger ortak konukg¢u tercihine sahip zararlilarla
diisiik rutubet sartlarinda basarili sekilde rekabet edebilir ve genellikle de bu sartlar

altinda varlik gosteren tek tiir olarak kalabilirler.

Trogoderma granarium, ¢ok yiiksek populasyon yogunluguna sahip olabildigi igin
{iriinii tamamen kullanilmaz hale getirebilmektedir. Oncelikli tercihleri bugday ve arpa
olsa da baz1 iilkelerde, pek tercih etmedikleri piring gibi {irlinlerde de
bulunabilmektedirler. Uriinii istila etmekle kalmayrp diski ve deri dokiintiileriyle
kaliteyi ciddi sekilde diisiirmektedirler. Bunun yaninda, larvalarin viicut pargalari; ciddi

alerjik reaksiyonlar ve solunum problemlerine de sebep olabilmektedir.

Bugday ve piring gibi ithal edilen iriinlerde T. granarium’un bulunmasi, bitki

korumayla ilgili diizenleme ve islemlerin baslatilmasini gerektirir. Ancak bu zararli,



ilging bir sekilde, hem soguk hem de sicaga kars1 oldukga fazla tolerans gdostermektedir
(Wilches 2016). Ayrica, s6z konusu tiiriin birgok insektisitin yan1 sira kimyasal olmayan
yontemlere karsi da yiiksek derecede direng gosterdigine dair sonuglar bulunmaktadir
(Athanassiou 2019). Ulkemizde depo tahillarinda bulunan zararlilarla miicadelede en
fazla aliminyum fosfin fumigasyonu kullanilmaktadir. Ancak, Saglam ve digerlerinin
bildirdigine gore (2015) Opit ve digerleri (2012) tahil depo zararlilarinin fumigasyonda
kullanilan fosfine karsi diinya genelinde yiiksek diizeyde direng gelistirdigi

bilinmektedir.

Bu zararli ile kimyasal olmayan yontemlerle miicadele kapsaminda simdiye kadar
kapsamli bir ¢alisma yapilmamistir. Bu tiiriin biyolojik miicadele ile kontrol altina
alinmasi i¢in kullanilabilecek parazitoidler ya da predatorler konusunda da ¢ok az veri
mevcuttur. Nitrojen ve karbondioksit gibi degistirilen hava sartlari ile kontrol altina
almadan yararlanilmasiyla ilgili de nispeten az bilgiye rastlanmistir. Yapilan
aragtirmalarin sonucuna gore, bu yontemlerin bircogunda ergin bocekler diger yasam
evrelerine gore daha fazla direng gostermektedirler (Athanassiou 2019). Bu nedenle,
Khapra bocegi tiiriiniin temel biyolojik ozelliklerinin bilinmesiyle birlikte bu tiirle
miicadele i¢in etkili stratejilerin gelistirilmesi konulari acil bir gereksinim olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Diyapoz sirasinda ¢ogu gen baskilanmig olsa da aslinda bir¢ok genin bu déonemde ifade
edildigi tespit edilmistir. Gen ifadesi modelleri daha yakindan incelendiginde, bazi
genlerin sadece erken diyapozda, bazilarinin ge¢ diyapozda ve aralikli olarak ifade
edildigini gosterilmistir. Bu tiir farkliliklar, diyapozun karmasikligiin altin1 gizmekte
ve diyapozun dinamiklerini yansitmaktadir. Metabolik hizdaki degisiklikler, metabolik
rezervlerin kullanim sekilleri ve diyapoz sonlandirici ¢evresel sinyallere ve hormonlara
kars1 duyarliliklarin  tiimii, diyapoz sirasinda bdcek icinde meydana gelen i¢

degisikliklerin arastirilmasini gerektirir.

Bu tez calismasina veri olusturmak iizere yeni nesil sekanslama platformu kullanilarak
T. granarium larvalarina ait cDNA kiitiiphaneleri olusturulmustur. Elde edilen

transkriptom verilerinden homoloji taramalar1 ve gen ontoloji analizleri yapilmistir. Bu



tez calismast kapsaminda bocegin diyapozuna bagli olarak artan ve azalan genlerden
secilmis olan farkli genlerin ifade diizeylerinin analizi amaglanmigtir. Ayni ¢aligmada T.
granarium larvalarinin diyapozla iliskili olan genlerinin ifade diizeylerinin analiz
edilerek diyapozda olmayan donemlerle kiyaslanmasi hedeflenmistir. Bununla birlikte
belirlenen hedef genlerin T. granarium’un farkli biyolojik dénemlerindeki ekspresyon
analizleri gerceklestirilmistir. Bu sayede zararlinin diyapoz fizyolojisine iliskin temel
veriler elde edilmistir. Zararliya kars1 alternatif miicadele yontemlerinin gelistirilmesi
acisindan zararlinin sahip oldugu diyopoz agsamasinin genetik parametreleri ele alinarak
bu donemi etkileyen genetik ifadelerinin degerlendirilmesinin siirece katki saglayacagi

distiniilmektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Trogoderma Granarium’un Taksonomik Siniflandirilmasi ve Tanimi

Trogoderma granarium, taksonomik smiflandirmaya goére; Hayvanlar (Animalia)
aleminin Eklem bacaklilar (Arthropoda) subesinin Kinkanatlilar (Coleoptera) takiminda

ve Dermestidea familyasinda yer almaktadir.

Ergin: Kiigiik, boyu genisliginden uzun, 1.8-3.0 mm uzunlugunda ve 0.9 ile 1.7 mm
genigliginde, kirmizimsi-kahverengi toraksa sahip genellikle ergin bireyler koyu

kahverengidir. Tahrip edilmis tahil tozlarini kaplayan tiiyler, kirli bir goriintii verir.

Disilerin rengi daha agik, erkekten daha genis, kiiciik basli, antenleri 11 segmentli, anten
ucu 3-5 segmentten olusmus ve ¢ok belirgindir. Antenler, protoraxtaki karinsal ¢izgiye

baglidir. Gorseli Sekil 2.1°de verilmistir.

Larva: ilk evrede, sarimsidan parlak kahverengiye, son evrede kirmizimsi kahverengi
ya da altin rengine dontisiir. Viicut killarla kapli, piiskiiller bolgesel abdominal
segmentlerin her bir tarafinda kuyruk seklinde dikenli kil demetleri bulunur. ilk
evrelerde boyu 1.6 mm’den son evrelerde 6 mm’ye ulasir. Larvalar beslenebilir. Gorseli

Sekil 2.1°de verilmistir.

Pupa: Soluk esmer renkli, sirt kismi hari¢ diger kisimlar tiiyliidiir.

Yumurta: Siit beyazindan soluk sarimsiya doniisiir. Silindirik, 0.7 mm ile 0.22 mm

uzunlugunda, bir ucu yuvarlak diger ucu sivridir.



Sekil 2.1 T. granarium gorselleri a) ergini b) larvas: (Hoenisch 2014)

Trogoderma granarium gelisimi i¢in en uygun sicakliklar 20 ile 35°C arasidir (Lingren
vd. 1959). Yumurtadan ergine gelisme siiresi 30°C’de 39-45 giin ve 21°C’de 220 giin
olarak bildirilmistir (Athanassiou vd. 2019). Larvalar sicakliga baglh olarak 4-8 donem
gecirebilirler, gelisimlerini 35°C’de 15 giin kadar kisa siirede tamamlayabilirler. Disileri
pupa doneminden once, erkeklerden daha az ve bir kere deri degistiriler (Hadaway
1956, Burges 1963). Kavallieratos ve arkadaslart 35°C’de T. granarium’un popiilasyon
biiylimesinin, diger depolanmuis iirlin bocekleri i¢in olandan 10 ila 250 kat daha ytiksek
oldugunu gostermistir (Kavallieratos vd. 2016). T. granarium’un tanimlanmasi ve diger
Trogoderma tiirlerinden tanisal ayrimi i¢in kullanilan morfolojik karakterlerden bazilari

Sekil 2.3 ’te verilmistir.

Trogoderma granarium, art arda dort ay boyunca bagil nem (RH) %50’nin altinda
ortalama aylik sicakliklar en az 20°C ile iken zararli seviyeye ulasabilir (Howe vd.
1957, Howe 1958), 2 ay boyunca ortalama aylik sicakliklar 27°C’nin iizerinde ve nem
%75 oldugunda zararli popiilasyonu en yiiksek seviyeye ulagabilir (Sinha vd. 1967).
20°C’nin altinda yumurtlama yoktur. Belirgin bir degisiklik gostermese de yumurtlama
27°C ile 35°C arasinda nem artarsa azalir (Odeyemi 1993). Bu nedenle, diisiik bagil
nem ve yiiksek sicaklik, bu tiiriin hizli gelisimi igin temel kosullardir (Banks 1977). T.
granarium optimum sicakliklarda ve diisiik bagil nemde iireme basarisina ek olarak,
depolanan firiin zararlilar1 arasinda nadir goriilen ¢ok yiiksek ve ¢ok diistik sicakliklara

toleranshidir (Wilches 2016, Wilches vd. 2017).

Trogoderma granarium erginleri beslenmez ve optimal kosullarda 10 giine kadar yasar.
Her iki cinsiyette de kanatlar tam olarak gelismis olmasina ragmen, ikisi de ucamaz

(Banks 1977, Hadaway 1955). Yapilan pek c¢ok calismada; ergin disilerin kisa



Omiirlerinde (Burges 1957, Karnavar 1972), 26 ila 66 yumurta biraktigini bildirmektedir
bu durum diger kisa 0miirlii depo zararlilar1 i¢in de yaygindir. Ancak ideal laboratuvar
kosullarinda, diyapoz halindeki larvalardan ortaya ¢ikan T. granarium’un disileri birden
fazla kere ciftlesebilir ve disi basina 130’dan fazla yumurta birakabildigi goriilmistiir
(Karnavar 1972).

Diyapoz, T. granarium biyolojisinin uzun émiirlii olmasina ve popiilasyon yogunluguna
katkida bulunan anahtar Ozelliktir (Banks 1977). Besinci donem larvalar alti yil
stirebilen fakiiltatif bir diyapoza girebilir (Bell 1994, Burges 1962). Diyapoz halindeki
larvalar beslenmeden uzun siire hayatta kalabilirler ve ek deri degistirme yapabilirler
(Athanassiou 2019). Ayrica beslenmek igin besin arama gezileri igin aktif hale
gelebilirler ve daha sonra hareketsiz durumlarina geri donebilirler (Bell 1994, Correal
2016).

Sicaklik 30°C’nin altina distiigiinde ve besin azaltildiginda kalabalik baskisinda tipik
olarak diyapoz meydana gelir. Fotoperiyot, diger boceklere kiyasla kiiglik bir rol oynar
(Karnavar 1972, Wilches 2016). Bu nedenle T. granarium’un diyapozu yogunluga bagli
olarak smiflandirilabilir (Nair 1973). Diyapozun sona ermesi artan sicaklikla birlikte
meydana gelir, gida mevcudiyeti cok daha az Onemlidir veya yalnizca izolasyon
kosullar1 altinda bir rol oynar (Burges 1962). Diyapozda olan larvalar belirgin degildir
ve siginaklarda hareketsizdir. Bu durum tiiriin varliginin tespiti ig¢in bir zorluktur ve
karantina mevzuatina sahip iilkelerdeki girislerin sikligin1 arttiran bir durumdur (Bell

1994).



Sekil 2.2 T. granarium’un tanimlanmasi ve diger Trogoderma tiirlerinden tanisal ayrimi
icin kullanilan morfolojik karakterlerden bazilari

(a) Kirmizimsi-kahverengi bir Kitini olan ancak koyu kahverengiden siyaha bir pronotumu olan ergin T.
granarium; (b) siyah bir kitin ile T. glabrum; ve (c) T. granarium’un olgun larvasi. (d) Hem T. granarium
hem de T. glabrum larvalan igin tipik olan, dort duyusal papillaya sahip (Sekil e’de biiyiitiilmii) distal
duyusal kap (ok isaretli) iceren larva epifarinksi. ( ) Bazi T. granarium’larda bulunan biri ii¢ duyu
papillali, digeri ise sadece bir papillali iki duyusal kap. (g) T. granarium ve T. glabrum disindaki
Trogoderma tiirleri i¢in yaygin olan alti duyu papillali duyusal kabin ventral gériinimii. Alt1 papilla
genellikle sadece bir kapta bulunur, ancak bazi 6rneklerde iki kap arasinda dagilmig dortlii bir grup ve iki
papilla bir grup alti papilla olabilir. (h) Trogoderma larvalarinin koyu killar1 arasinda Hastisetae. (i)
Hastisetae'nin dort morfolojik formu: apikal kuliiplii iki son segment formuna sahip T. granarium ve T.
glarum’un apikal kuliip formuna sahip iki son segment formu (Athanassiou 2019).

2.2 Trogoderma Granarium’un Yasam Dongiisii

Trogoderma granarium’un yasam dongiisii 26, 166, 220 veya 310 giin arasinda degisir.
Bu bocegin gelisimi ideal sicaklikta (35°C) ve nem kosullarinda hizlanir. Ancak yiiksek
ve artan nemden olumsuz yonde etkilenir. Bu zararlinin gelisiminin siiresi, 151k

yogunluguna ve depodaki tahilin ¢esidine baghdir.

Trogoderma granarium, yildan yila degismekle birlikte 1 ile 9 arasinda dol verebilirler.
Besin materyalinde bulunan yumurtalar, 3-4 giin igerisinde yumurtadan ¢ikarlar. Disiler



(40°C’de) 50 ile 90 arasinda yumurta birakabiliyorken 20°C’nin altinda yumurtalar
gelisimini devam ettiremez. Larval gelisim ortalama 34 giinde olsa da 35°C’de ve %73
bagil nemde 18 giin siirdiigii belirtilmistir. Larva 4 ile 8 arasinda deri degistirebilir.
Larvalar 21°C’nin altinda gelismezler (Celik 2011).

Pupanin gelisim donemi 4-5 gilindiir. Ciftlesme, ergin bdcek pupadan ciktiginda hemen
gerceklesir. Ciftlesme sonucunda 6 giin igerisinde yumurtalar birakilir. Uygun olmayan
hava ve sartlarda, larva diyapoza girer. Ciftlesmemis disiler 20-30 giin yasarken
ciftlesmis disiler 4-7 giin yasar ve erkekler 7-12 giin yasarlar (Harris 1984). T.

granarium’un yasam dongiisii sekil 2.3’te verilmistir.

Larva, geligim siresince diapoza girebilie,
depolanmis gida ve biitin tahillarla beslenebilir.
4

Larval geligim 34 gln strebilir.

&

Yumurtalar 3-4 giin icerisinde cikarlar,
. Pupa
Pupa geligimi 4-5 glin sirer.
=5y

Yumurta

Digiler, 50-90 arasinda yumurta,
& glin igerisinde birakabilirler. L

Ergin, pupadan gikar gikmaz
giftlesir,

k,

Ergin

Yumurtadan ergine kadar gecen degigim 26,
166, 220 veya 310 gln arasinda olabilir.

Sekil 2.3 T. granarium’un yasam dongiisii (Celik 2011)



2.3 Trogoderma Granarium Zarar ve Kayiplar

Trogoderma granarium larvalarinin tahil tanelerinde zarari, mineral kalitesini, mevcut
karbonhidratlari, proteini, nisasta sindirilebilirligini ve besin yararliligini olumsuz
etkiler (Chavan 1985, Jood 1993). Yumurtadan yeni ¢ikan larvalar, tahil tozu veya kirtk
taneler ile beslenirken, biitiin daneli tahillar dordiincii donem veya daha yaslt larvalar
tarafindan zarara ugrar (Dillon 1968). Enfekte olmus tahilin kilo kayb1 satistaki kari
azaltarak ve onu hizla pazarlanamaz hale getirmektedir. Bugday, misir ve sorgumda
%75’lik zarar seviyesi, ham yag, toplam karbonhidrat, seker ve gergcek protein
igeriginde 6dnemli bir azalma ile sonuglanir (Jood 1996). T. granarium tiikkettiginden ¢ok
daha fazla taneye zarar vererek dokiilen viicut ve deri pargalari tiriiniin Kirlenmesine
neden olur (Stibick 2007, Myers vd. 2012). Bu kirleticilerin bazilarmimn gidalarda
tilketilmesi ciddi saglik tehlikelerine neden olabilir (Pasek, 1998). T. granarium’un
zarar1, diger biiyiilk depolanmig {iriin bocegi tiirlerinin iirettiginden ¢ok daha yiiksek
miktarda hasar ile sonuglanir (Kavallieratos 2017). lyi durumdaki (yani diisiik bocek
digkis1 seviyelerine sahip) tahillar, T. granarium popiilasyonlarinin hizli gelisimi igin
yiiksek miktarda digki igerenlere gore daha az uygun olabilir (Athanassiou vd. 2016).
Tane sertligi ve tane boyutu gibi belirli tane 6zellikleri, T. granarium popiilasyonunun
biiyiimesi i¢in énemlidir (Rao vd. 2004). Popiilasyon artis1 ile tane boyutu arasinda
negatif iligkili bulunmustur (Rajput vd. 2015). Tahil tanelerinin ruseymi {iizerindeki
larva zarari, ciddi ¢gimlenme kayiplarina yol agar (Pingale vd. 1954, Rajput vd. 2015),
hastalikli tanelerde varliginin ise popiilasyon artigini arttirdigi goriilmiistiir (Athanassiou
vd. 2016).

2.4 Trogoderma Granarium’un Yayihsi

Trogoderma granarium, ilk kez 1894’te bir zararli olarak rapor edildigi Hindistan’a
Ozgldiir (Paini ve Yemshanov 2012). Bu tiir, sicak ve kuru iklimleri tercih eder ve 35°
kuzey enlemleri ile 35° giiney enlemleri arasindaki habitatlarda bulunur (Day ve White
2016). Bu kosullar, tiiriin meydana geldigi Orta Dogu, Afrika ve Giiney Asya’nin belirli
bolgelerinde hiikiim siirmekle birlikte, daha iliman {ilkelerde 6zel sicak habitatlarda

(6rnegin, Birlesik Krallik’ta depolanmis tahil malti istilas1) bulunmustur (Banks 1977).
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Onceki popiilasyon modelleme, goézetim ve risk degerlendirme calismalar, T.
granarium’un Kanada’da veya diger soguk iilkelerde yerlesme olasiliginin ortam
sicakliklar1 nedeniyle diisiik olarak kabul edildigini, ancak c¢ogu depolanan {iriin
boceginde oldugu gibi, 1sitilan binalarin istila edilme potansiyelinin oldugunu
gostermistir (Ameen 2012). Tersine, glineybati Amerika Birlesik Devletleri, Avustralya
ve Brezilya’daki alanlarin ¢ogunlugu, gegen yiizyilda kanitlandigi gibi, T. granarium
istilas1 ve yayilist i¢in olduk¢a uygun kabul edilmektedir (Day ve White 2016). T.

granarium yayilis1 Sekil 2.5’te verilmistir.

Trogoderma granarium, ilkemizde ozellikle Gilineydogu Anadolu Bodlgesinde
depolanmis bugdaylarda énemli oranda ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Mutlu

vd. 2019).

Sekil 2.4 T. granarium yayilist

Kirmiz1 daireler, Khapra bdceginin diinyadaki iilke bazinda dagilimini gosterir. Mavi daireler, gegen
yiizy1l boyunca giris limanlarinin 6tesinde khapra bdcegi istilasinin oldugu ve yok edildigi bilinen ya da
su anda meydana geldigine dair herhangi bir kayit bulunmayan iilkeleri gostermektedir. 35° kuzey enlemi
ve 35° gliney enlemi ¢izgileri, khapra bdcegi popiilasyonlarina uygun kosullar bulundurma olasilig1 en
yiiksek olan cografi bolgeyi kapsar (Athanassiou vd. 2019)
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2.5 Trogoderma Granarium’un Miicadelesi

Cogu laboratuvar tarafindan T. granarium zararlisinin girigini engelleyen karantina
kisitlamalar1 nedeniyle zararliyr kontrol etmek i¢in kimyasal ve kimyasal olmayan
yontemler iizerine arastirmalar, diger depolanmis iirlin zararlilar1 kadar kapsamli

degildir.

Bu nedenle, bazi temel yontemlerin ve yeni aktif bilesenlerin etkinligi hakkinda son
zamanlarda bilgi eksikligi vardir. Bununla birlikte arastirmalar, T. granarium’un diger
depolanmis tirlin bocek tiirleri i¢in genellikle etkili olan kontrol énlemlerinin ¢oguna

toleransl oldugunu gostermektedir.

2.5.1 Kimyasal insektisitler

Yirminci ylizyilin son kirk yili boyunca yapilan ¢alismalar, modern organofosfatlarin
(OP), piretroidlerin ve diger tahil koruyucu insektisitlerin kalinti aktivitesini
degerlendirmistir, ancak bunlarin ¢ogu artik bir¢ok tilkede kullanim i¢in izinli degildir.
Kayith tahil koruyucu insektisitlerle yapilan son g¢aligmalar, OP insektisit pirimifos-
metil ve diatomlu topragin piretroidlerden, bocek biiyiime diizenleyicilerinden (IGR’ler)
ve spinosaddan daha etkili oldugunu géstererek; T. granarium ve T. variabile’nin biiyiik
larvalar1 her ikisine de kiicliklere gore daha toleransli oldugu bulunmustur
(Athannassiou vd. 2015; Ghimire vd. 2017; Kavallieratos vd. 2017). Binalardaki
yiizeylere bdcek Oldiriiciilerin uygulanmasi, liman girislerinde ortaya c¢ikan T.
granarium’un yerlesmesini ve yayillmasini Onlemeye yardimci olabilir. Pirol
Klorfenapir, OP’ler ve piretroidlerin yiizey islemleri, IGR’ler ve spinosaddan ¢ok daha
etkili bulunmustur (Kavallieratos vd. 2016). Bu sonuglar, bos konteynerlerin islenmesi,
yiikleme ekipmani ve ylikleme yapilar1 gibi 6nemli ihracat planlari, karantina ve

sevkiyat dncesi stratejiler i¢in daha fazla kullanilabilir.

Metil bromiir (MB), karantina zararlilar1 miicadelesi i¢in ¢ok etkili bir fumiganttir ve

khapra bocegi i¢in Onerilen oranlar, karantina giivenligi i¢cin diger depolanmis iiriin
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zararlilarina (Bond, 1984) kiyasla genellikle iki kat daha yiiksektir. Tiim T. granarium
yagsam agamalarint kontrol etmek icin gereken konsantrasyon, 15°C’ten yiiksek
sicakliklarda 600 g hm—3’liikk bir konsantrasyon-zaman iirtinii (CTP; saat cinsinden
islem siiresi ve islem boyunca gaz konsantrasyonu) olarak onerilmistir (Bogs, 1976).
Ulkemizde metil bromiiriin tarimda kullaniminin azaltilmas: hakkinda ydnetmelik
madde sekize gore Montreal Protokolii ve degisiklikleri uyarinca iiretimi, tiiketimi ve
ticareti kontrol altina almman MeBr’iin 01/01/2007 tarihine kadar zirai karantina ve
tasima Oncesi kullanimlar disindaki tiikketimi sifirlanmis olacag bildirilmistir. 2015°te
asamal1 olarak sona ermesine ragmen, MB, karantina kullanimlari i¢in bir istisna olarak
kullanilmaya devam ediyor, ancak bu feragatin gelecegine iligkin endiseler, MB
alternatifleri hakkinda daha fazla arastirmayi gerekli kilmistir. Fosfin, T. granarium
(Lindgren vd. 1958) i¢in etkili bir fumiganttir, ancak MB’den daha uzun maruz kalma
stiresi (3 giinden fazla) ve 1lik sicakliklar (25°C’nin {izerinde) gerektirir (Bell ve Wilson

1995).

Champ ve Dyte (1976) T. granarium’un malathion, lindan, metil bromiir ve fosfine
direncli oldugunu bildirirken, digerleri deltametrin, diklorvos ve pirmifosmetile direng
bildirmistir (Kumar vd. 2010). Borah ve Chahal (Borah ve Chahal 1979) khapra
bdceginin direncgli ve duyarli suslarini farkli uygulamalara maruz biraktiklarinda fosfine
kars1 sik direng gelisimi tespit edilmistir. Hassas Populasyon %84-94 iken direngli
populasyon %5-12 oraninda larva 6liimi rapor edilmistir. Pakistan’da yapilan bir
aragtirmaya gore, khapra bocegi, fosfin flimigasyonundan {i¢ ay sonra silolarda bulunan
acik ara en yogun zararli tiiri iken; bununla birlikte, islemden Once popiilasyon
biiytikligi, Rhyzopertha dominica ve Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae)’dan daha diisiik bulunmustur (Mahmood vd. 1996).

2.5.2 Diger miicadele yontemleri

Depolanmig iiriin boceklerinin bir¢ok tiiriinii kontrol etmek i¢in yiiksek sicakliklar
kullanilabilir. T. granarium, subtropikal kokenine ragmen bilinen belki de en soguga
dayanikli depolanmis {iriin bocek tiiriidiir. -15°C’de probit-9 seviyesinde (%99,9968)

diyapozdaki larvalart 6ldiirmek icin gereken siire 70 giin olarak belirlenmistir ve ayni

13



6ldiirme oranina ulagsmak i¢in -20°C’de 15 giine kadar devam edebilir (Wilches 2016,
2017). T. granarium’un soguga toleransi, tipik sicak ve kuru ortamlarinda bir avantaj
olan kurumaya adaptasyona baglanabilir (Sinclair vd. 2013). Larva iklimlendirmesi,
diinyanin birgok yerindeki depolama tesislerinde birkag¢ haftada (Wilches 2016) 4°C ile
15°C arasindaki sicakliklara maruz kaldiktan sonra meydana gelir. Bu nedenle T.
granarium i¢in diisiik sicaklikta karantina miicadelesi makul olmayan uzun bir maruz
kalma siiresi gerektirecek ve ¢ok pratik olmayacaktir. T. granarium asir1 derecede 1s1ya
toleranslidir (Wilches 2016, 2017). Cogu bocek tiiriiniin 50°C’ye maruz kalmasi birkag
saat sonra genellikle %100 oldiiriictidiir, bu nedenle 1s1l islem protokolleri genellikle
saatler ile giinler igin 45°C olarak belirtigsmistir (Fields 2002). T. granarium’u kontrol
etmek icin 6nemli 6l¢iide daha yiiksek sicakliklara ve daha uzun maruz kalma siiresine
thtiyag vardir (Wilches 2016). Diyapozdaki larvalarinin 1stya en dayanikli yasam
asamast oldugu belirtilmistir. Diyapoz halindeki larvalarin 6lmesini saglamak igin
probit-9 analizlerinden tahmin edilen maruz kalma siiresi 45°C’de 397 saat, 50°C’de 7
saat ve 60°C’de 1,2 saattir (Wilches 2016). Bu nedenle, kapal1 ve yalitilmig bir odada T.
granarium igin 1s1l islem birkag saat boyunca 50°C veya daha yiiksek olmalidir, ancak
bu ayn1 minimum sicakligin bir deponun tiim boliimlerinde elde edilmesi son derece zor
olacaktir. T. granarium’un asir1 sicakliklara toleransi, standart 1s1 ve soguk
muamelelerini kullanarak kontroliinde ciddi zorluklar yaratir ve asir1 ¢evresel kosullarda
hayatta kalmak i¢in diyapozdaki larvalarin adaptasyonuna olanak saglar. Kontrollii veya
degistirilmis atmosfer kosullari, T. granarium igin geleneksel kontrol yontemlerine
alternatif olabilir. %100 CO; uygulamasina kiyasla %60-80 CO,’nin T. granarium’a
kars1 daha etkili oldugu bulunmustur (Lindgren ve Vincent 1970). 20°C veya 30°C’de
%60 bagil nem ile %60 CO, konsantrasyonu, yumurta, pupa ve erginlerin 6 giin iginde
oldiirtilmesini saglarken, ayni kosullarda larvalarin kontrol i¢in 16 giine ihtiyaci oldugu
bulunmustur (Spratt vd. 1985). T. granarium’un kontrolii i¢in diisiik oksijen ile
miicadele olusturmak icin nitrojenle temizlemenin ¢ok etkili oldugu, yumurtalarin en
hassas biyolojik donemi oldugu bunu larva ve pupa donemleri izledigi kanitlanmistir
(Athanassiou vd. 2019). Yiiksek sicakliklarda ya yiiksek CO; ya da diisiik O, kullanan
miicadeleler, T. granarium larvalarina karsi oldukga etkili olabilir (Navarro vd. 2002).
Khapra boceginin biyolojik kontrolii genis ¢apta ¢alisilmamistir, ancak bir dizi biyolojik

kontrol ajanimnin khapra bocegi ile iligkili oldugu bilinmektedir. Protozoan Mattesia
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trogodermae Canning (Protozoa: Neogregarinida), Trogoderma (Stibick 2007)
cinsindeki tiirlerin bir paraziti iken, nematod Steinernema masoodi (Rhabditida:
Steinernematidae) T. granarium’a karst etkili olmustur (Ali vd. 2011). Xylocoris
flavipes (Reuter) (Hemiptera: Anthocoridae), T. granarium larvalarinin (Rahman vd.
2009) kozmopolit bir avcisidir, aver akarlarm ise T. granarium’un yumurtalart ile
beslendikleri bilinmektedir (Rahman 1942). Bu zararlinin en aktif parazitoitlerinden biri
Anisopteromalus calandrae (Howard) (Hymenoptera: Pteromalidae) olarak
bulunmustur (Ahmed 1996). Bircok Iran Metarhizium anisopliae (Metschinkoff )
Sorokin (Ascomycota: Hypocreales) izolati, khapra bocegi erginleri ve larvalar igin
patojeniktir (Khashaved vd. 2011). Ayrica Bacillus thuringiensis Berliner (Bacilli:
Bacillaceae) khapra bocegi larvalarina karsi cok etkili bulunmustur (Ahmedani vd.
2007). Her ne kadar parazitlerin ve avci boceklerin popiilasyonlari, khapra bocegi
popiilasyonlarmin diizenlenmesinde kiigiik bir rol oynayabilse de (Bains vd. 1974),
Khapra bocegi i¢in dogal diismanlar ve patojenler hakkindaki bilgiler, bu zararlinin [IPM
sistemlerinde biyolojik kontroliinii tesvik etme potansiyeline sahiptir. Dodanli ve Mutlu
(2020) son yillarda iilkemizde tarimsal miicadelede ©nemli hale gelen diyatom
topragmin T. granarium larvalarina karsi biyolojik etkinliginin arastirilmas1 maksadiyla
bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma kontrollii sartlarda iki farkli nem %50-65 ve
sicaklik (25°C ve 30°C) ortaminda, ithal marka SilicoSec® ve yerli (Aydin, Ankara
illeri) diyatom topraklar1 olmak tizere dort farkli dozda (2000, 1500, 1000 ve O ppm),
dort tekerriirlii olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Sonugta yerli diyatom topraklarimizin
SilicoSec®’e goére daha fazla oranda T. granarium larvalarini 6ldiirdiigii ve {imit

vadettigi ortaya koyulmustur.

2.6 Diyapoz

Baz1 bocek tiirleri ¢evrelerindeki mevsim degisikliklerine farkli mekanizmalarla uyum
saglayabilirler. Orneklersek kis aylarinda elverissiz hava sartlarinda birgok bdcek
elverisli hava sartlarinin bulundugu yerlere goc¢ ederek bazi diger bocek tiirleri ise
gelismelerinin  belirli donemlerinde metabolizmalarint yavaslatarak veya diyapoz

donemine girerek bu elverissiz ¢evre sartlardan kurtulmayi hedefler (Tunaz 2004).
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Diyapozun bir¢ok tanimi yapilmistir. Bilim insanlar1 tarafindan yapilan bazi tanimlar

asagida verilmistir:

“Olumsuz c¢evresel kosullarla es zamanli olarak fizyolojik bir mekanizma tarafindan

bocek gelismesinin durdurulmasidir” (Beck vd. 1962).

“Cevresel uyaranlara cevaben genetik olarak belirlenmis, norohormonal aracili, diisiik

aktiviteli dinamik bir durumdur” (Tauber vd.1986).

“Bazi boceklerin yasamlarinda hayati bir yer tutan ve kelime anlami ara verme,
dinlenme veya duraklama olan diyapoz 6zellikle, lireme ve gelisim faaliyetlerini yilin
belirli bir zamaninda gergeklestiren bdcekler icin ciddi avantaj saglamaktadir”

(Denlinger 2008).

Diyapoz boceklerde dinamik bir asamadir bu asama diyapoz oncesi satha, diyapoz
sathas1 ve diyapoz sonrasi saftha olmak {iizere iic kisimda gerceklesir (Danks 2000;
Kostal 2006). Ergin donemde diyapoza giren bdceklerde diyapoz sathasindaki baslica
besin deposu yag dokusudur. Bu yag dokusu ayn1 zamanda diyapoz sonrasi donemde
gerceklesen lireme ve ¢ogalma gibi aktiviteler icin de enerji kaynagidir (Hahn ve
Denlinger 2007). Yag dokusundaki besin depolarinin gelismesi ise bocegin beslenme

durumu ile yakindan iliskilidir (Fliszkiewicz ve Wilkaniec 2007).

Diyapoz donemi bazi bocek tiirlerinde zorunlu iken bazi tiirlerde zorunlu degildir.

Diyapoz donemini bu acgidan inceleyecek olursak;

Zorunlu (obligatory) diyapoz: Bazi bocek tiirlerinde diyapoz zorunludur. Her kusakta,
her birey gelisim siirecinde yasanan g¢evre kosullarina bakilmaksizin yasamin bir
boliimiinde diyapoz donemine girer. Bu tiirler yilda bir kusaga sahiptirler ve univoltin

olarak tanimlanirlar (Beck 1980).
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Zorunlu olmayan (facultative) diyapoz: Cok sayida tiir ise istege bagl diyapoz
gosterir. Bu gruptaki bocekler gelisimlerinin bazi kritik evrelerinde ¢evre kosullarina
(glin uzunlugu, sicaklik, nem, besin) bagh olarak diyapoz siirecine girebilir veya
girmeyebilir. Bu tiirler yilda iki veya daha fazla generasyon iiretebilirler ve multivoltin

olarak adlandirilirlar (Beck 1980).

Genetik olarak heterojen bir populasyonu olan T. granarium’da beslenmenin, 1sinin ve
populasyon yogunlugunun diyapoza etkisinin arastirildigi calisma; gerg¢ek diyapozun

yaninda besine dayali diyapozun oldugunu gdstermistir (Nair ve Desai 1972).

Fizyolojik ve ekolojik mekanizmalarina gore, diyapoz ii¢ tipe ayrilabilir: parapaus (her
tirde belirli bir donemde ortaya ¢ikan zorunlu kalitsal gelisme veya aktivitenin
durdurulmast), oligopoz (gelisme veya aktivitenin durdurulmasi tiim bu periyotlar i¢in
benzer sekilde baslatma, koruma ve sonlandirma kontrolii) ve eudiapause (6rnegin
fotoperyot ve sogutma yoluyla farkli baglatma ve sonlandirma kontrol mekanizmalarina

sahip gelisimsel aktivitenin fakiiltatif olarak durdurulmasi) (Gill vd. 2017).

2.6.1 Diyapozun asamalari

Diyapoz li¢ asamada gerceklesmektedir; bu asamalar 6n diyapoz fazi, diyapoz fazi,

diyapoz sonrasi fazdir. Diyapozun asamalar1 Sekil 2.6’da verilmistir.

On diyapoz fazi: Tetikleme fazi (indiiksiyon), hazirlik fazi
Diyapoz fazi: Baslama fazi, koruma fazi, sonlandirma fazi

Diyapoz sonrasi faz: Durgunluk (quescence) fazi
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Sekil 2.5 Diyapozun agamalari(Kostal 2006)

2.6.2 Diyapozu etkileyen faktorler

Sicaklik, fotoperiyot, 151k, besin, su veya nem gibi diyapozun tamamlanmasinda ¢ok
onemli rol oynayabilecek bircok ¢evresel faktdr vardir. Boceklerin mevsimsel ekolojisi

tizerine yapilan ¢aligmalarin cogu sicaklik ve fotoperiyot iizerine odaklanmaktadir.

2.6.2.1 Fotoperiyot

Diyapozun tetiklenmesi, fotoperiyot fazlarina ve scotophase siiresine (1sik ve karanlik
dongiisiindeki karanlik faz) baghdir. Bocekler diyapozu bir siire fotoperiyot ile
stirdiirler, ancak degisen sicaklik ve diger c¢evresel faktorler diyapoz Ttzerindeki

fotoperiyodik etkileri degistirir (Tauber ve Tauber 1976).

Bocekler, diyapozun diizenlenmesi igin fotoperiyodu kullanmanin bir¢ok yolunu
gelistirmislerdir (Beck vd. 1980). Popiilasyonun %50’sinde yanit uyandiran fotoperyod
kritik fotoperyod olarak adlandirilir. Ornegin, Meleoma signoretti’nin (Neuroptera:
Chrysopidae) fotoperyodik araligi, diyapoz indiiksiyonu igin 15 saat ile 16 saat arasinda
151k/gilin ve diyapozun sonlandirilmasi i¢in giinde 12 saat ile 14 saat arasindadir (Tauber

vd. 1984). Uzun giin tipi ve kisa giin tipi olmak {izere iki tiir yanit egrisi onerilmistir:
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Uzun giin tipi yaniti, uzun giin kosullarinda yetisen, gelisen ve lireyen, kisa giinlerde

diyapoza giren boceklerin kategorisidir (Beck 1980).

Kisa giin tipi daha az yaygindir ve uzun giin kosullarina yanit olarak yazlayan

boceklerde gosterilmistir (Beck 1980, Masaki 1980).

Fotoperiyodik degisikliklere dayanarak, bocek tepkileri dort sinifa ayrilabilir:

(1) Glinlin uzunlugunun 6nemli olmadig: tiirler; Bu tiirler, yalnizca kritik fotoperyodla
iliskili olarak giin boyu siirebilir. Ornegin, akar Panonynchus ulmi (Acarina:
Tetranychidae), sabit kisa giin kosullar1 altinda diyapoza girer. Kritik fotoperyodun
tistlinde giindiiz uzunlugundaki bir artisin veya azalmanin diyapoz indiiksiyonu tizerinde

onemli bir etkisi yoktur (Tauber vd. 1984).

(2) Diyapozun indiiksiyonu veya devamu i¢in kritik fotoperiyot boyunca giin boyu yanit
veren tiirler; Bu tiirlerde, sabit fotoperiyotlar (siirekli uzun veya kisa giinler) diyapoz
oraninda azalmaya neden olur. Bununla birlikte, hassas evre deneyimleri giin boyu
kritik siirenin altina kisa gilinler diistiigiinde, diyapoz baslatilir. Bu tiir cevaplara giin
boyu kisa giin yaniti denir ve Heliothis zea (Lepidoptera; Noctuidae) (Roach ve
Adkisson 1970) ve Nomadacris septemfasciata’da (Orthoptera: Acrididae)

gosterilmistir (Norris ve Richards 1965).

(3) Giin uzunluguna kritik fotoperiyot boyunca diyapozun Onlenmesi veya
sonlandirilmasiyla tepki veren tiirler; Hassas evre deneyimleri kisa giinlerden (kritik
fotoperiyodun altinda) kritik siirenin altindaki uzun giinlere kadar giin boyu artarsa,
diyapoz onlenir veya sonlandirilir. Bu yanit tiirti, giin boyu kisa yanit olarak adlandirilir.
Bu tiir bir cevap, ¢esitli univoltin (yilda tek dol veren) bocek tiirlerinde bildirilmistir

(Tauber vd. 1984).

(4) Kritik bir fotoperiyot olmadan giin boyu degisikliklere cevap veren tiirler olarak
bildirilmistir. Yukaridaki {i¢ kategoride, tiirlerin yanit verebilmesi i¢in en az bir kritik

fotoperiyot s6z konusudur.
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Fotoperiyodun, diyapoz oOncesi ve diyapoza girmeyen bireylerde gelisimi ve
dogurganligi etkiledigi bilinmektedir (Masaki 1978). Kisa gilin uzunluklari, ergin
Leptinotarsa decemlineata’da (Coleoptera: Chrysomelidae) uzun yumurtlama
periyodundan sonra diyapozu yeniden indiikleyebilir ve bu uzun Omiirlii erginler

diyapozda ikinci bir kis1 gecebilir (De Wilde vd. 1959).

2.6.2.2 Sicakhik

Fotoperiyotdan sonra sicaklik, diyapozu ¢esitli sekillerde etkileyen 6nemli bir faktor
olarak kabul edilir: (1) sicaklik, baz1 tiirlerde baslica bir diyapoz indiikleyici faktordiir;
(2) bazi tirlerde, diyapozun korunmasi i¢in Onemlidir; (3) diyapozun
sonlandirilmasinda aktif bir uyaran olabilir. Diyapoz sonrasi popiilasyon biiyiime

oraninin diizenlenmesinde biiyiik rol oynar (Beck vd. 1962).

Kis uykusundaki bocekler, asir1 diisiik sicakliklara tolerans gostermelerine yardimei
olan birkag¢ fizyolojik ve davranigsal adaptasyon gelistirmistir. Bu adaptasyonlar sifir
alt1 sicakliklardan korunmalarina yardimei olan diyapozlarla iligkilidir. Bocegin soguga
genel toleransini belirleyen iki ana fizyolojik mekanizma sunlardir: agir1 sogutma (viicut
stvilarinin donma noktasinin altindaki sicakliklara, viicut sicakligini diigiirerek donmaya
kars1 direng) ve donma toleransidir (viicut sivilarinin donmasina ragmen hayatta kalma).
Trichiocampus populi (Hymenoptera: Tenthredinidae) gibi bazi bocekler, siiper
sogutma noktasinin altindaki sicakliklarda donmalarini saglamaya yardimci olan yiiksek

soguma noktalarma sahiptir.

Ic Mogol bozkirlarinda, alt1 sabit sicakhigin (15, 20, 25, 30, 35 ve 40°C), alt1 ¢ekirge
tiirlinde diyapoz sonrasi embriyonik gelisme iizerindeki etkilerini belirlemek icin bir
calisma yapilmistir. Calismada Omocestus hemoidalis (Orthoptera: Acrididae),
Calliptamus abbreviatus (Orthoptera: Acrididae) ve Chorthippus fallax (Orthoptera:
Acrididae) , O. hemoidalis’in daha diisiik bir sicaklik araliginda, C. abbreviatus’un
orta sicaklik araligina ve C. fallax’a daha yiiksek bir sicaklik araliginda ambarlara
adapte oldugu bulunmustur. Sonuglar ayrica C. fallax ve O. hemoidalis’in C.

abbreviates’den daha genis adaptif sicaklik araligina sahip oldugunu gostermistir (Hao
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ve Kang 2004). Yiiksek sicakligin ayrica, estivasyon sirasinda bazi boceklerde diyapoza
neden oldugu bildirilmistir (Masaki vd. 1980).

Diyapozun sona ermesinden sonra, bocekler normal gelisme asamasina girerler. Bu
noktada, bocekler uygun besini bulduklar1 takdirde, sicaklik genellikle diyapoz
ozelliklerinin (0rn. yag depolar1) kaybedilme oranini ve diyapoz sonrasi gelismenin

gerceklestigi hiz1 yoneten birincil ¢evresel faktordiir (Tauber vd. 1976).

Fotoperiyot ve sicakligin diyapoz tizerine birlikte etkisini incelemek gerekirse:

Bazi boceklerde, sicaklik kritik fotoperiyodu biiyiik 6lgiide etkiler. Ornegin, Acronycta
rumicis (Lepidoptera: Noctuidae), yetistirme sicakliginin her 5°C diismesinde kritik
fotoperiyot siiresinin 1.5 saat uzadig i¢in kisa giinde diyapoza giren bdceklerdir. Bu
yiizden daha uzun giinlerde diyapozun engellenmesi i¢in daha diisiik sicaklik gereklidir
(Danilevskii 1965). Uzun giin boceklerinde, diisiik sicaklik diyapozu artirma

egilimindedir, yiiksek sicaklik ise bunu 6nleme egilimindedir.

Sarcophaga argyrostomata (Diptera: Sarcophagidae), kritik giin uzunlugu 15°C ve
20°C’de 14 saat 1s1ktir, oysa Ki sicaklik 25°C’ye yiikselirken herhangi bir fotoperiyotta
diyapoz bulunmaz (Saunders 1976).

2.6.2.3 Nem

Yiiksek ve sifirin altindaki sicakliklarda hem kislama hem de yazlama sirasinda
bocekler su stresine maruz kalirlar. Kuraklik sirasinda iki ana fizyolojik mekanizma
devreye girer: kurumaya direng ve su kaybmna tolerans. Ornegin, yazlama sirasinda
¢ekirge yumurtalar1 (Austroicetes cruciata) (Orthoptera: Acrididae) her ki

mekanizmay1 da géstermistir.

Kuraklik kosullarinda diyapoz; baskilanmis metabolizma, diisiik su icerigi, diyapoz

sirasinda yiiksek yag birikimi ve mum salgilarinin salgilanmasiyla saglanan kurumaya
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kars1 direnci gerektirir. Margarodes viitiumis (Hemiptera: Margarodidae), balmumu
kapli gizlenmis nimfinin kurak kosullarda 10 yildan uzun siire dayanabilecegine dnemli

bir ornektir (Ferris 1919).

Bir arastirma sonucunda neme bagl stimiilasyonun, nemli yiizeyle siirekli temastan
ziyade, igme yoluyla iretildigini bulunmustur (Okuda, 1990). Hem nemli hem de kurak
kosullar diyapoz isleminde 6nemli rol oynar. Diyapoz sonrast morfogenezi devam
ettirmek icin su igerigi kritik bir seviyeye veya listiine tekrar ulagmasi gerekir. Sicakliga
bagli diyapozdan sonra, Contarinia tritici (Diptera: Cecidomyiidae) ve Sitodiplosis
mosellana (Diptera: Cecidomyiidae) larvalarinin pupa donemine gegis i¢in yiiksek neme
ihtiyaci vardir (Gehrken ve Doumbia 1996). Chortoicetes terminifera (Orthoptera:
Acrididae) yumurtalarinda, diyapoz asamasindan morfolojik olarak ayirt edilemeyen
“ikinci pasif asamanin” gelisimi, diyapoz sirasinda kaybedilen %10 neme tekrar

ulasmadan baslayamaz (Wardhaugh 1988).

2.6.2.4 Besin

Dogada besinin bulunmasi, bocekler i¢in dnemli bir mevsimsel isaret olabilir. Bocekler,
kislama kalitesini yoneten faktorler olarak gida kalitesi ve miktarindaki degisiklikleri
kullanmanin farkli yollarim1 gelistirmislerdir (Masaki 1980). Besinler, ¢ogunlukla
diyapoza giren boceklerde, onemli diyapoz diizenleyici faktor olarak goézlenmistir.
Birincil diyapoz diizenleyici faktor olabilecegi gibi sicaklik ve fotoperiyot ile birlikte rol
oynayabilir. Sminthurus viridis (Collembola: Sminthuridae) ve Halotydeus destructor
(Acarida: Penthaleidae) tiirlerinde konukgu bitkinin olgunlugunun diyapoz doénemini

etkiledigini ortaya koymustur (Wallace 1970).

Besinler, diyapozun siiresi ve sikligin1 degistirerek boceklerdeki fotoperiyodik yaniti
degistirebilir (Andrewartha 1952). Panonynchus ulmi, sadece kurumus bitkilere uygun
sicaklik ve fotoperiyot kosullari altinda yumurtalarini birakirlar. Benzer sekilde
Leptinotarsa decemlineata’da yasli patates yapraklari, normal uzun giin kosullar

altinda diyapoza neden olmustur.
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2.6.3 Diyapozun genetik regiilasyonu

Diyapozun cevresel ve hormonel diizenleyicileri tanimlanmis olsa da diyapoz donemi
genetik regiilasyonu konusunda arastirmalar baslangic asamasindadir. Bircok gen
diyapoz sirasinda kapatilmis olsa da, bazi genler Ozellikle bu doénemde ifade
edilmektedir (Denlinger 2002). Analitik biyokimyada ve molekiiler genetikte modern
tekniklerin kullanilmasi diyapozun diizenleyici mekanizmalarini gizleyen kara Kutuyu

acmak i¢in imkanlar saglamistir (Saunders vd. 2004).

Bocekler fotoperiyodu, diyapoz ile sonuglanan hormonel olaylar1 kademeli olarak
baslatmak i¢in kullanirlar. Fotoperiyodik yanit, 1518 girisini, giindiiz veya gecenin
uzunlugunu degerlendiren bir zamanlayici, alinan uzun veya kisa giinliik sinyallerin
sayisini toplayan bir saya¢ ve diyapozun hormonel kontroliine giden bir sinyali igerir.
Isigin girisinden ¢ikis sinyaline bu islemlerin herbiri onlar1 kontrol eden genlerde

fotoperiyodik tepkiye neden olmak i¢in etkilesime girer (Saunders 2002).

Saat genlerinden per en ¢ok bilinen ve diyapozla baglantili olarak incelenen énemli bir
gendir. Per tarafindan kodlanan protein PER karanlik faz sirasinda birikir ve tim geni
tarafindan kodlanan protein TIM ile birlikte bir dimer olarak hiicre c¢ekirdegine girer.
Hem PER hem de TIM seviyeleri fotofaz sirasinda diiserken, TIM’in bozulmasi
fotofazin baslangicinda ani olmasima ragmen, PER daha yavas azalir. Bu proteinler
diger saat genlerinin {iriinleriyle birlikte, sirkadiyen ritmikligin olusumuna katkida

bulunurlar. Ciinkii diyapoz programlamanin sirkadiyen temelli oldugu disiiniilmektedir
(Saunders 1982, 2001).

Sirkadiyen saatin diyapozdaki roliine bakildiginda sirkadiyen ritim; yaklasik bir giinliik
sire ile endojen ve biyokimyasal bir salinimdir. Periyot ve salinim genligi ritmi
olusturur. Hiicresel, fizyolojik ve davranigsal seviyelerde giinliik zamanlamay1 kontrol

eder.
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Hem sirkadiyen ritim hem de fotoperiyot 151k tarafindan tetiklenir ve sirkadiyen saati
ayarlayan 151k, TIM ve cryptochrome (CRY) proteinlerinin etkilesimini tetikler. Isik
varliginda; CRY, TIM’i baglar TIM bunun iizerine fosforile edilir ve bozulur. Isik
yoklugunda; TIM birikmeye devam eder. Bu nedenle sirkadiyen saatin yoklugunda bile,
TIM proteini giin boyu dongiilenmeye devam eder. TIM daha sonra bir aralik sayaci
olarak islev gorebilir ve diyapozun hormonel kontrolii i¢in isaret saglayabilir (Peschel

2009). Diyapoza neden olan genetik olaylarin sematik gosterimi Sekil 2.7’de verilmistir.
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Sekil 2.6 Diyapoza neden olan genetik olaylarin sematik gosterimi (Emerson vd. 2009)

Diyapoz doneminde hazirlik fazi ilave yag rezervlerinin ayrilmasini, kiitikulanin su
gecirmez hale getirilmesi i¢in fazladan hidrokarbon tabakalarinin biriktirilmesini veya
diyapoz boyunca hemolenfte kalan depo proteinlerinin sentezlenmesini i¢eren fazdir. Bu
evredeki olaylar son derece 6nemlidir, ¢iinkii diyapoz i¢in yeterince hazirlikli olmamak

diyapoz sonuna kadar hayatta kalma olasiligin1 azaltacaktir (Denlinger 2002).

Bir calismada yag asitlerinin diyapoza olan etkileri arastirilmigtir. Khapra bdceginin
stearik, oleik, palmitik ve linoleik asitleri iceren larvanin yag asidi fonksiyonunun ayni
tirdeki larvada diyapozu sagladigini ve devamini gergeklestirdigini bulmugtur.
Bunlardan en etkilisinin linoleik asit oldugunu belirtmistir. Diyapoz donemindeki ve
heniiz diyapoza girmemis larvalariin yag asidi bilesenleri karsilastirdiginda
diyapozdaki larvalarin palmitoleik, linoleik ve miristoleik asitlerce yogun, palmitik asit

icerigi bakimindan ise yogun olmadigi tespit edilmistir (Ikan 1970).
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Hazirlik fazinda depolama proteinleri diyapozun baslamasindan kisa bir siire once
meydana gelen, hemolenf i¢ine salinan ve diyapoz boyunca bol miktarda kalan spesifik
proteinlerin sentezidir. Diyapoz sonlandirildiginda hizla hemolenften kaybolurlar. Bu

proteinler, depolama proteinleri olarak adlandirilan hekzamerik proteinlerdir.

Proteinler diyapoz sonlandirmanin hemen arkasindan ortaya ¢ikan genis doku gelisimi
i¢in 6nemlidir. Proteinler gelisimin diger asamalarinda bulunabilirler, diyapoz olmayan
bireyler de bulunabilirler. Buradaki fark, diyapoza giren boceklerin hemolenfinde bol

miktarda bulunmalaridir.

Diyapozda bazi hormonlar, diyapozun diizenleyicileri olarak hizmet eder, ancak tam
olarak hangi hormonlarin dahil oldugu, tiirlere ve diyapozun gergeklestigi gelisim
asamasina baglidir. Bombyx mori’de (Lepidoptera: Bombycidae) embriyonik diyapoz;
disi suboesophageal ganglionundan salgilanan bir néropeptid olan diyapoz hormonunun
etkisiyle indiiklenir. Larva diyapozu sirasinda sabit deri degistiren Lepidoptera
tirlerinde JH titresi yliksek kalmistir. JH tarafindan diyapoz; yumurta olgunlasmasinin
kesilmesi, yardimci bezlerin kdrelmesi, ugus kaslarinin dejenerasyonu ve ciftlesme
aktivitesindeki durma ile diizenlenir. Corpus allatumun salgisinin aktivasyonu diyapozu
sonlandirir; ugus kaslar1 yenilenir, ciftlesme aktivitesi artar ve yumurta olgunlagmasi

baglar (Denlinger 1985). Baslica hormonel olaylar Sekil 2.8’de verilmistir.

< Corpora allata )

@D —m = @@

Yolk proteins

Sekil 2.7 Baslica hormonel olaylar(Emerson vd. 2009)
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Bombyx mori’deki embriyonik diyapozun diizenleyicisi olan diyapoz hormonu (DH)
disinin suboesophageal ganglionundan disinin soyundaki embriyonik diyapozu ortaya

¢ikarmak i¢in salinan 24-aminoasit bir peptittir.

DH, gelisen yumurtaliklardaki trehalase aktivitesini uyararak diyapozu tesvik eder.
Hizli bir enjeksiyon, trehalase mMRNA’sin1 arttirir ve trehalase aktivitesinde ortaya ¢ikan
artig, olgun yumurtalarda diyapoz i¢in on sart olan yiiksek seviyelerde glikojen fliretir.
Daha sonra glikojen, gliserol ve sorbitole doniistiiriiliir; bunlar diyapoza girmeyen

yumurtalarda bulunmayan poliollerdir (Denlinger 2002).

Sarcophaga crassipalpis (Diptera: Sarcophagidae) pupa olmadan once ekdisteroid
titresi yiiksektir ve 6n hazirlik araligi boyunca hem Ecdysone receptor’i (ECR) hemde
Ultraspiracle’t (USP) kodlayan genler yiiksek oranda eksprese edilir. Diyapozun
baslangicinda, ekdisteroid titresi yogun sekilde diiser ve diyapoz sona erene kadar tekrar
yiikselmez. ilging sekilde EcR’nin ifadesi diyapoz boyunca devam eder fakat diyapoz
sona erdiginde daha da artar. Buna karsilik, USP ifadesi diyapoz baslangicinda yavas
yavas azalir (Rinehart vd. 2001).

2.6.3.1 Gen ifadesi modelleri

Baz1 genlerin diyapozdan etkilenmedigi bildirilmistir. Bir¢ok genin bu kategoride
oldugu distiniilmektedir. Diyapoza giren ve girmeyen bireylerin beyinlerinden elde
edilen 6rnegin ifade seviyelerini karsilastirmak icin Northern blot analizi kullanilarak
klonlar degerlendirildiginde, klonlarin biiylik cogunlugunun her iki beyin tipinde de esit
sekilde ifade edidigi belirlenmistir (Denlinger 2002).

Diyapoz sirasinda kapatilan genlerin ¢ogu, diizenleyici olarak ilgi ¢cekmektedir, ¢iinkii
bu genler durgunlugun veya metobolizmanin yavaslamasinin bir sonucu olarak ortaya
¢ikan olaylar1 temsil eder (Denlinger 2002). Baz1 genler diyapoz boyunca regiile edilir.
Diyapoza girmeyen sineklerde transkript; 1s1 soku ve soguk soku gibi gevresel streslere

cevap olarak yiiksek oranda ifade edilir ancak; diyapoza giren sineklerde, gen ifadesi
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diyapozun baslamasiyla kolayca diizenlenir. ifade diyapozun baslangicinda yiikselir ve
20°C gibi strese sebep olmayan sicakliklarda bile devam eder. Diyapozun
sonlandirilmasindan sonra 6 saat i¢inde, Hsp23 azalarak ifade edilir. Boylece Hsp23

diyapoz baslangicinda ve sonunda hizli bir sekilde agilir ve kapatilir.

Diyapoz boyunca artan genler arasinda erken diyapoz genleri bulunmaktadir. Erken
diyapoz genleri, birka¢ nedenden dolay1 ilging olabilir. Gelisimi durdurma siireclerinde
yer alan genleri temsil edebilir veya ekspresyondaki diisiislerinin zamanlamasi, yeni bir
diyapoz fazina gecisi isaretleyebilir. Ornegin, S. crassipalpis’te diyapoz déneminin
yarisini geciren pupa, enerji kullanimi i¢in lipidden lipit olmayan rezervlere gegis yapar.

Diyapozun ilk evresinde yer alan genler, pupadan sonraki evreye gecerken kapatilabilir.

B. mori’de sogukta indiiklenen bir gen olan Samui, erken diyapoz geninin bir 6rnegidir.
Bu tiirlerde diyapozu sonlandirmak icin 5°C’da iki aylik bir sogutma periyodu gerekir.
Sogutmanin baslamasindan birkag¢ giin sonra, ilk 6nce Samui ifadesi not edilir; yaklasik
30 giin boyunca devam eder ve sonra diyapozun geri kalan kismi i¢in azalir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein, bir BAG-domaini igerir ve muhtemelen sorbitol
dehidrojenaz genini (SDH) aktive etmede rol oynar. SDH, embriyogenezin
tamamlanmasi i¢in diyapozun sonunda gerekli olan enerji rezervi sorbitoliin glikojene

donustiiriilmesi i¢in kullanilir (Denlinger 2002).

Diyapozda ge¢ olarak ifade edilen genler, diyapozun sonlandirilmasini saglayan
olaylara ve gelisimin siirdiriilmesine veya diyapozun ge¢ fazlarma 06zgii olaylara
katkida bulunmaktadir. Ultraspiracle (USP) bu tiir bir gendir. USP ekspresyonu, S.
crassipalpis’te erken pupa diyapozunda diisiiktiir, ancak ge¢ diyapozda artmaktadir. Bu
gen, bir ekdizon reseptorii olarak islev géren proteinlerden birini kodlar ve ilging bir
sekilde, USP ifadesindeki artis, pupanin ekdisteroidlere karsi artan tepkisi ile ¢akisir.
USP’nin ge¢ diyapozdaki artisi, belki de pupanin diyapozun sonunda salinan,
ekdisteroidlere cevap vermesini saglayan hazirlik agamasini temsil eder (Rinehart vd.

2001).
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Diyapoz boyunca artan genler arasinda aralikli ifade edilen genler bulunmaktadir.
Diyapoz sirasinda belli metabolik olaylar periyodiktir. 25°C’de, bu infradian (sirkadiyen
ritmden daha uzun) dongiileri yaklasik 4 giinliik bir periyodiklige sahiptir, ancak diisiik
sicakliklarda dongii uzunlugu artar. Dongiisel periyodiklik erken diyapozda diiser,
diyapozun ortasinda artar ve diyapozun sonuna dogru tekrar diiser. Metabolizmanin bu
sekilde acilip kapanmasimin temeli belirsizligini korumaktadir, ancak muhtemelen
metabolik mekanizmalarin periyodik olarak ATP iiretmek i¢in aktif hale getirilmesi,
metabolik islemlerin siirekli olarak daha diizgiin, fakat daha disiik bir seviyede
calismasin1 saglamaktan daha etkilidir. Oksijen tiiketiminin dongiileri (JH) tarafindan
yonlendiriliyor gibi goriinmektedir. JH titresi, dongili sirasinda oksijen tiiketiminde bir

sonraki yiikselmeyi tetikleyen bir esige ulasilana kadar artar (Denlinger ve Tanaka
1989).

Diyapozda stresten sorumlu genler diyapoz sirasinda normal olarak ifade edilmezler,
ancak bir tiir ¢evresel stres kaynakli zorluga cevaben ifade edilebilir. Muhtemelen, cogu
savunma mekanizmas1 diyapoz sirasinda bozulmadan kalmaktadir. Ornegin, uzun
stiredir diyapozdaki boceklerin fiziksel yaralanmalara cevap olarak metabolik hizlarini
hizla arttiracagi bilinmektedir ve bu yara iyilesme mekanizmasi tepkisi biiyiik olasilikla

soz konusu genlerin ifadesine yansir.

Sarcophaga crassipalpis diyapozu sirasinda soguk soka maruz kaldiginda regiile
edilmis olan bir 1s1 soku proteini geni olan Hsp90, artan ifadeyle diizenlenir (Rinehart
vd. 2000). S. crassipalpis’te pupa diyapozu donemi i¢in, temsili gen ifadesi kaliplart
Sekil 2.9°da verilmistir.
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Sekil 2.8 Pupa diyapozu donemi igin, Sarcophaga crassipalpis’te temsili gen ifadesi
kaliplar1 (Denlinger 2002)

Genlerin kodladig1 proteinler diyagramin solunda belirtilmistir. Kategoriler arasinda, diyapozdan
etkilenmeyen genler (EcR ve Hsc70), azalan genler (PCNA ve Hsp90), artan genler (Hsp23 ve Hsp70),
erken diyapoz genleri (pScD41), ge¢ diyapoz genleri (USP) ve diyapoz sirasinda araliklarla ifade edilen
genler (PO)

Diyapoz sona erdiginde, gen ifadelerinde biiyiikk degisiklikler gostermesi beklenir.
Bocek, metabolizma hizim1 hizla arttirir ve hemen gelisimini baglatir. Bdylece,
gelismeyi engelleyen mekanizmalara dahil olan genler kapatilir ve gelismeyi

baslatmaya katilan yeni gen kiimeleri agilir.

Schotland ve Sehgal 2001 yaptiklar1 ¢alismada, diyapozu kirma araci olarak hekzan
kullanilarak, segili genlerin Sarcophaga bullata’daki (Diptera: Sarcophagidae) ifadeleri
diyapoz sonlandirildiktan sonra araliklarla izlenmistir. Is: soku protein genleri, Hsp23
ve Hsp70, her ikisi de hekzan muamelesinden 6 saat sonra azalarak ifade edilir.
Diyapozda azalarak ifade edilen Hsp90, diyapozun sonlandiriimasindan 12 saat sonra
tekrar artan seviyelerde ifade edilir. Hiicre dongiisii diizenleyicisinin ifadesi, diyapoz
sirasinda azaltilmig bir gen olan PCNA, hekzan uygulamasindan sonraki 12 saat i¢inde
15 kat artar ve kisa bir siire sonra beynin bloke edilen hiicrelerinin hiicre dongiisiine

yeniden girdigi goriilebilir.

EcR i¢in mRNA, hekzan uygulamasindan 1 saat sonra yiikselir, USP icin mRNA

hekzan uygulanmasindan 9 saat sonra artar. ECR ve USP mRNA’larin ifadesindeki bu

29



artis, hekzan uygulamasmi takip eden ekdisteroid titresindeki yilikselme ile iliskilidir
(Rinehart vd. 2001).

Diyapozun sona ermesini saglayan molekiiler olaylar bu noktada ¢ok az bilinmektedir,
ancak morfogenezi veya liremeyi baglatmak i¢in gereken gen setlerinin aktivasyonuna

yol agan sinyalleme sisteminin aragtirilmasi 6nem kazanmustir.

2.7 PCR [Quantitative PCR (qPCR)]

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Henry A. Erlich, Kary Mullis, Randall K. Saiki
tarafindan 1986 yilinda; belirli DNA pargalarinin, sicaklik dongiisii boyunca in vitro
olarak ¢ogaltilmas1 igin gelistirilmistir. Real-time PCR yontemi, niikleik asit
amplifikasyonuyla paralel olarak artis gosteren floresan sinyalinin degerlendirilmesiyle,
kantitatif sonug¢ elde edilebilen bir yontemdir (Sekil 2.10). Floresan okunmasi ve
sicaklik dongiileri aym1 tiip ve aymi cihaz iginde gerg¢eklesmektedir. Boylelikle
hedeflenen bolge, elektroforez cihazina gerek kalmadan kisa bir siire iginde

belirlenebilmektedir.

Ayni cihaz igerisinde es zamanli olarak hem ¢ogaltma isleminin, hem de ¢ogaltilan
tirlinleri tayin etme isleminin yapilabilmesi, bu yontemi avantajli bir yontem haline
getirmistir. Bunanla beraber test tamamlanana kadar tiipler agilmadigi i¢in
kontaminasyon riski azalmaktadir. Amplifikasyon sonrasinda elde edilen iiriin varliginin
belirlenmesi Real-time PCR’da gesitli sekillerde gergeklestirilebilir. Bunlardan bir
tanesi de 0zgiil olmayan bir yontem olan ¢ift zincirli DNA florasan boyalarinin
kullanilmasidir. Bu maksatla siklikla tercih edilen boya SYBR Green I’dir. Bu
yontemde c¢ogaltilan hedef bolgenin 6zgiil olarak saptanmasi amaciyla isaretli problar
kullanilir. Prob formatlar1 arasinda siklikla FRET (Fluorescens Resonance Energy
Transfer), Tagman ve “Molecular Beacons” bulunmaktadir. SYBR Green | yontemine

ilerleyen boliimlerde deginilmistir.
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Sekil 2.9 gPCR amplifikasyonlarinda kantitasyon dongiisii (quantification cycle, Cq)

gPCR yontemi; mRNA seviyesinin sayisal veri olarak tespiti, patojenleri, tek nokta
mutasyonlarini, DNA hasarin1 tespit edebilme, metilasyon tespiti, Tek niikleotit
polimorfizmi (SNP analizleri) ve kromozom bozukluklariin saptanmasi gibi amaglar
icin kullanilmaktadir (Logan ve Edwards 2009).

Baz1 kantitatif PCR yontemlerinde ¢ift sarmalli DNA’nin miktar tayini i¢in bir boya
olarak kullanilir. Jel elektroforezinde DNA’y1 gorsellestirmek icin de kullanilir. Mevcut
DNA’y1 gorsellestirmek i¢in agaroz jelleri boyamak icin daha yiiksek SYBR Green

konsantrasyonlari kullanilabilir.

DNA’nin spesifik olmadigt durumlarda cogaltimmmda “SYBR Green I” yoOntemi
kullanilir. Bu yontemde floresan boya yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandigi i¢in
cogalan DNA miktarindaki artigla birlikte realtime PCR cihazinda okunan floresanin
miktar1 da artar. En fazla kullanilan boya tiirii olan “SYBR Green I” 520 nm dalga
boyunda indirgenir ve 497 nm dalga boyunda yiikseltgenir. Cift sarmal DNAnin kiigiik
oluguna baglanan boyanin 30 amplifikasyon dongiisiiniin ardindan aktivitesinin sadece

%6’s1 diiser. SYBR Green I’in kimyasal yapis1 Sekil 2.11°de verilmistir.
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Sekil 2.10 Asimetrik siyanin boya SYBR Green I’in kimyasal yapisi (Giinel 2007)

Cogaltimin basinda reaksiyonda “SYBR Green I”” boyasi, ¢ift zincirli DNA molekiilii ve
primerler bulunmaktadir. Heniiz bagli olmayan serbest DNA molekiilii ok az miktarda
floresan 1s1ma gergeklestirir (Sekil 2.12). Primerler DNA’ya baglanip uzama
basladiginda boya molekiilii ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ardindan floresan 1sima
baslar. Baglangicta iirlin miktar1 az oldugu i¢in dongii boyunca sinyal zayiftir; iiriin
miktar1 arttik¢a floresan miktar1 da artar ve bu artis paralel olarak “real-time PCR”
cihazimnin monitériinden gozlenebilir. Bu yontem iyi tasarlanmis primerler ve dogru
optimize edilmis PCR sartlarinda ¢ok fazla sayida hedef genin ¢ogaltilmasina olanak
saglar. Maliyeti yiiksek floresan isaretli problara ihtiyag olmadigi i¢in maliyet ag¢isindan
avantajlidir. Elbette bu yontemin dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Istemedigimiz PCR
tiriinlerin ¢ogalmasiyla yine floresan 1sima meydana geleceginden her zaman
bekledigimiz DNA’nin ¢ogaldigini isaret etmez buna bagli olarak yanlis pozitif sonug
almak miimkiindiir. Bunun disinda hedef DNA dizisi ortamda olmadiginda primerlerin
birbiri ile baglanmalar1 sonucunda “primer dimer”leri olarak nitelendirilen ¢ift zincirli
DNA bolgelerinin olusumu ile floresan 1sima goézlenebilir. Cogaltilan DNA’nin
istenilen hedef bolge olup olmadigini anlamak 6nemli oldugu i¢in DNA’larin erime
egrisi analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapilmast gerekmektedir. Bu amacla
erime egrisi analizi basladiginda PCR cihazi tiiplerini yavasga 1sitmaya baglar. Cift
zincirli DNA birbirinden ayrildiginda floresan boya serbest kalir. Buna bagli olarak
okunan floresan miktar1 diiger. Her bir DNAnin belirli bir erime sicakligi (Tm) derecesi
vardir. Erime sicakligt ¢ogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve igerdigi GC/AT

oranina bagl olarak degismektedir. Primer dimerleri gibi spesifik olmayan iiriinlerin
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cogalmast durumunda aradigimiz DNA parcasinin Tm (erime sicakligi) derecesi
arasinda farklilik beklenmektedir. Tm derecesinin farkli olmasi her iiriiniin kendine
Ozgii gen dizisi igermesi ve uzunlugu olmasindandir. Bu nedenle Tm derecesi her bir
iriin i¢in Ozeldir. Biiyiikk oranda, bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak
istendiginde bu yontem giivenilir bir sekilde kullanilabilmektedir.

“SYBR Green" boya DNA cift iplikii oldu-
gunda DNA'ya baglanabilir.

DNA'nin iki zinciri birbirinden aynidiginda “SYBR
Green" boya serbest hale geger

° 6}
0 o
& = 3

Sekil 2.11 SYBR Green I yontemi (Giinel 2007)
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3. MATERYAL VE YONTEM:

3.1 Materyal

Calismanin ana materyali T. granarium’dur. Bocekler Diyarbakir Zirai Miicadele

Enstitiisi'nden temin edilmistir. Molekiiler calismalar Ankara Universitesi Bitki

Koruma Béliimii Molekiiler Entomoloji Labaratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1.1 Aracg ve gerecler

Bu calismada kullanilan ara¢ ve gereclerin listesi, bunlarin hangi amagla kullanildiklari

Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1 Deney materyalleri

Ad1

Kullanim amaci

Saf su cihazi

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonlari i¢in tampon ¢ozeltilerin
hazirlanmasi

Nanodrop

izole edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonlari ve saflik
derecelerinin belirlenmesi

Sicak su banyosu
cihazi

DNA izolasyonunun gerceklesmesi

Calkalayic (Vortex)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA izolasyonu

Santrifiij

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda 6rneklerin kisa stireligine
coktiiriilmesi

Hassas terazi

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf malzemelerin tartilmasi

Agaroz jel DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif tayini
elektroforezi

Gii¢ kaynaklari Agaroz jel elektroforezi

Jel goriintiileme DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin jelde gériintiilenmesi ve
sistemleri bilgisayar ortamina aktarilmasi

Derin dondurucu Ornek ve ¢esitli sarf malzemlerinin saklanmasi

(+4, -20, -80)

Steril DNA izolasyon
kabini

Cesitli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi, DNA ve PCR islemlerinin
steril ortamda yapilmasi

Otaklav

Deneylerde kullanilan malzemelerin izolasyonu

gPCR cihazlar

RNA fragmanlarinin polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye
edilmesi
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3.1.2 Tampon c¢ozeltiler

Caligmada agaroz jel elektroforezi jellerinin hazirlanmasinda kullanilan tampon

coOzeltilerin icerigi ve miktar1 ¢izelge 3.2’°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2 Agaroz jel elektroforezi jellerinin hazirlanmasinda kullanilan stok ve
tampon ¢ozeltiler

Tampon cozelti Molerite/miktar Icerik
TE Tampon Cozeltisi 10 mM Tris
1mM EDTA
10X TBE 108.0¢g Tris
Elektroforez/Jel Stok 55.0¢g Borik asit
Tampon Cozeltisi 40.0 ml 0.5 M EDTA (Ph: 8.0)
1 I’ye tamamlanir Deiyonize ddH,O
1X TBE 100 ml 10xTBE
Elektroforez/Jel 1 It’ye tamamlanir Deiyonize ddH,0
Tampon Cozeltisi

3.2 Yontem

3.2.1 Trogoderma granarium’un yetistirilmesi

Trogoderma granarium kiiltiiriiniin yetistirilme asamasi bocek yetistirme odalarinda
pehlivan ¢esidi ekmeklik bugday (Triticum aest. var. aest. L.) {iizerinde, ortalama 32°C
sicaklik; %60 nem; 16/8 151k kosullarinda gergeklestirilmistir. Diyapozla iliskili oldugu
belirlenen genlerin T. granarium’un farkli biyolojik dénemlerindeki ifade analizleri de

gerceklestirilmistir.

Tez kapsaminda ayrica T. granarium bireyleri donemlerine gore 1., 2. ve 3. donem
larva; ergin disi ve erkek olarak elde edilmistir. Ayrica 6rnekler kosullarina gére soguk
baskisi, aglik baskisi, feces baskisi ve kalabalik baskisi altinda yetistirilerek elde

edilmistir. Kontrol grubunu 4. dénem diyapozsuz larvalari olusturmustur.
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3.2.1.1 Trogoderma granarium bireylerinde soguk baskis1 uygulamasi

Trogoderma granarium bireyleri %40 kirik dane igeren pehlivan ¢esidi bugday tizerinde
kiltiire alinmistir. Kiiltiir agilmadan 6nce besi ortami1 55°C’de 3 giin etiivde tutularak
olas1 zararli bulasikligina karsi sterilize edilmistir. Daha sonra 3 tekerriirlii olmak iizere
her bir kaba 500 g besi ortami1 ve 50 adet son donem larva konularak 35+1°C sicaklik
%65+5 neme ayarli iklim kabinine birakilmistir. Larvalardan ergin ¢ikisi gézlenmis
yumurta birakmalari i¢in erginler 7 giin siireyle kiiltiir ortaminda birakilmigstir. Daha
sonra erginler uzaklastirilarak kiiltiir olusturulmustur. Kiiltiirdeki larvalar giinliik olarak
kontrol edilmis ve 4. doneme ulastiklarinda sicaklik 30°C’ye diisiirtilmiistiir. Daha sonra
haftada 5°C olmak iizere sicaklik kademeli olarak diisiiriilmeye devam edilmis, bu arada
larvalar bir kismi1 4. dénemde bir kismi ise 5. doneme gegerek gelisimleri durmus ve
diyapoza girmeye baslamislardir. Elde edilen larvalarda soguklatma islemi +4°C kadar

indirilmis ve 6 hafta bu sicaklikta tutulmustur.

3.2.1.2 Trogoderma granarium bireylerinde achk baskis1 uygulamasi

Trogoderma granarium bireyleri %40 kirik dane igeren pehlivan ¢esidi bugday tizerinde
kiiltiire alinmustir. Kiiltiir agilmadan 6nce besi ortam1 55°C’de 3 giin etiivde tutularak
olas1 zararli bulagiklifina karsi sterilize edilmistir. Daha sonra 3 tekerriirlii olmak tizere
her bir kaba 500 g besi ortami1 ve 50 adet son donem larva konularak 35+1°C sicaklik
%65+5 neme ayarli iklim kabinine birakilmistir. Larvalardan ergin ¢ikisi gozlenmis
yumurta birakmalar1 i¢in erginler 7 giin siireyle kiiltlir ortaminda birakilmigtir. Daha
sonra erginler uzaklastirilarak kiiltiir olusturulmustur. Kiiltiirdeki larvalar giinliik olarak
kontrol edilmis ve 4. doneme ulastiklarinda besi ortamindan alinarak iginde besin
olmayan kaplara 3 tekerriirlii aktarilmis aglik stresine girmeleri i¢in ilk hafta 2.5 g
besin/25 larva ikinci hafta 1g besin/25 larva daha sonra hi¢ besin olmayan ortamda 6

hafta tutulmuslardir.
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3.2.1.3 Trogoderma granarium bireylerinde feces baskis1 uygulamasi

Trogoderma granarium bireyleri %40 kirik dane igeren pehlivan ¢esidi bugday tizerinde
kiltiire alinmistir. Kiiltiir agilmadan 6nce besi ortami1 55°C’de 3 giin etiivde tutularak
olas1 zararli bulasikligina karsi sterilize edilmistir. Daha sonra 3 tekerriirlii olmak iizere
her bir kaba 500 g besi ortami1 ve 50 adet son donem larva konularak 35+1°C sicaklik
%65+5 neme ayarli iklim kabinine birakilmistir. Larvalardan ergin ¢ikisi gézlenmis
yumurta birakmalari i¢in erginler 7 giin siireyle kiiltiir ortaminda birakilmigstir. Daha
sonra erginler uzaklastirilarak kiiltiir olusturulmustur. Kiiltiirdeki larvalar giinliik olarak
kontrol edilmis ve 4. doneme ulastiklarinda altina 1cm kapra diski ve gomlek artiklari

serilmis kiiltiir ortamina 3 tekerriirlii alinarak burada 6 hafta beslenmislerdir.

3.2.1.4 Trogoderma granarium bireylerinde kalabalik baskis1 uygulamasi

Trogoderma granarium bireyleri %40 kirtk dane igeren pehlivan ¢esidi bugday tizerinde
kiiltiire alinmistir. Kiiltiir acilmadan 6nce besi ortami1 55°C’de 3 giin etiivde tutularak
olas1 zararli bulasikligina karsi sterilize edilmistir. Daha sonra 3 tekerriirlii olmak iizere
her bir kaba 500 g besi ortam1 ve 50 adet son donem larva konularak 354+1°C sicaklik
%65+5 neme ayarli iklim kabinine birakilmistir. Larvalardan ergin ¢ikisi gézlenmis
yumurta birakmalari i¢in erginler 7 giin siireyle kiiltiir ortaminda birakilmistir. Daha
sonra erginler uzaklastirilarak kiiltiir olusturulmustur. Kiiltiirdeki larvalar giinliik olarak
kontrol edilmis ve 4. doneme ulastiklarinda standart yetistirme kabindan alinarak 3.5
cm/6 cm’lik plastik kaplara aktarilip her kapta 50 birey olacak sekilde 3 tekerriirlii

olarak kiiltiire alinmistir. Bu sekilde 6 hafta beslenmislerdir.

3.2.2 RNA Izolasyonu

Tez konusu olan diyapoz ile iliskili oldugu bilinen 6 aday genin T. granarium
orneklerindeki ifade miktarlarin1 belirlemek i¢cin SYBR Green floresan boya ve 6zgiin
primerler kullanilak qPCR ¢aligsmalar1 yapilmistir. Bu amacgla once baskida tutulan

herbir 6rnegin total RNA ekstraksiyonu, daha sonra cDNA sentezi ve son olarak
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kantitasyon ¢alismalari i¢in 6nce -80°C dondurucuda depolanan 6rneklerden total RNA
ekstraksiyonu yapilmistir. Bu amagla, 6rnekler derin dondurucudan alinir alinmaz
izerlerine soguk azot dokiilerek steril cubuklarla ezilip total RNA ekstraksiyonuna
gecilmistir. RNA o6rnekleri qPCR caligmalarinda kullanilincaya kadar -80°C’de

saklanmistir.

Total RNA ekstraksiyon asamalari:

Trizol Reagent (Invitrogen) kiti kullanilarak larvalardan RNA izolasyonu

gerceklestirilmistir.

1) Mikrosantrifiij tiiplerinde -80°C’de muhafaza edilen larva drneklerinin {izerine 200 pl
Trizol Reagent eklenerek mikrosantrifiij tiipine uyumlu steril ezici ¢ubuk yardimiyla

stv1 igerisinde homojenize edilmistir.

2) Uzerine 800 pl Trizol daha eklenerek iyice karistirildiktan sonra niikleoprotein

yapilariin tamamiyla ayrigmasi igin 15 ile 30°C’de 5 dakika bekletilmistir.

3) 1 mL Trizol i¢in 200 pl kloroform eklenerek kloroformun iyice karigmasi saglanmis
15 ile 30°C’de 3 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 15 dakika 12,000xg devirde
santrifiij edilmistir.

4) Santrifiij sonrasinda en altta kirmizi, ortada fenol kloroform fazi ve en iistte renksiz

faz olmak lizere 3 faza ayrilmistir.

5) En tstteki renksiz sivi yani RNA’nin bulundugu kisim temiz bir tiipe aktarilmistir.
Uzerine 0,5 ml izopropil alkol eklenerek drnekler 15 ile 30°C’de 10 dakika bekletilerek
ardindan 4°C’de 10 dakika 12,000xg devirde santrifiij edilmistir.

6) Ustteki supernatan uzaklastirilarak RNA peleti 75% ethanol ile yikanmistir. 4°C’de 5
dakika 7,500xg devirde santrifiij edilen pelet kurutulduktan sonra DNAse ile muamale

edilmis su ile ¢ozlilmiistiir.

7) Elde edilen RNA’nin kalitesi ve miktar1 spektrofotometre ve agaroz jel elektroforezi

yontemi ile belirlenmistir.
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3.2.3 Agaroz jel elektroforezi

Bu amagcla hassas terazide 1 g agaroz tartilarak 100 ml TBE tamponu igerisinde
karistirtlip, mikrodalga firmi kullanilarak 1sitilip  ¢Oziinmesi saglanmistir.  Oda
sicakliginda sogumaya birakilan karisima pronasafe boyasi eklendikten sonra, jel
kasetine dokiiliip, taraklar yerlestirilerek donmasi saglanmistir. Jel donduktan sonra,
taraklar c¢ikartilarak, jel kaseti TBE tamponu igeren jel tanki igerisine yerlestirilmistir.
RNA ornekleri ylikleme boyasi ve marker ile jel kuyularma yiiklendikten sonra,
elektroforez 80 V’a ayarlanip 6rneklerin 30 dk kadar yiiriitiilmesi saglanmustir. 30 dk

sonra jel transliiminatdr cihazinda UV 1s18inda goriintiilenerek fotograf alinmustir.

3.2.4 cDNA sentezi

RNA oOrneklerinden yapilan cDNA sentezinin ilk asamasinda 1 pg RNA {izerine 1 pl
oligo-dT primer eklenip, hacim ddH,0 ile 13 pl’ye tamamlanmistir. Reaksiyon karigimi
65°C’de 10 dakika bekletilerek denatiire edilmistir. Denatiire 6rnek lizerine eklenen
reaktifler asagida sunulan miktarlarda hazirlanmistir. cDNA sentezi reaksiyon hazirligi

cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3 cDNA sentezi reaksiyon hazirlig

Reaktif Hacim
5x Transcriptor Reverse Transcriptase 4 pl
Reaksiyon Tamponu

Protector RNase Inhibitér 40 u/ul 0,5 ul
Deoksiniikleotid Karisimi (10 mM) 2 ul
Transcriptor Reverse Transcriptase Enzimi 0,5l
(20u/ul)

Toplam hacim 20 ul

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

sentezi tamamlanmistir. Sentezlenen cDNA fiirtinleri -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.5 Kullanmilacak genlerin se¢imi

Trogoderma granarim larvalarina ait transkriptom veri analizi hizmet alimi1 yoluyla
elde edilmistir. Transkriptom veri analizine gore diyapozla iliskili olan 6 gen bolgesi
secilmistir (Cizelge 3.4). Segilen bu 6 gen bolgesine gore primerler tasarlanmuistir.

Housekeeping gen olarak Alpha tubulin kullanilmistir.

Primerlerin seyreltilmesi:

1) gPCR’da kullanilacak primerlerin seyreltilmesi amaciyla baslangigta kullanilacak
primerler 10 saniye santrifiij edilmistir.

2) 6 farkli gen igin forward ve reverse olmak iizere toplamda 12 adet primer Data
Sheet’te belirtilen oranlara gore saf su eklenerek seyreltilmistir.

3) Seyreltme isleminin ardindan primerler dnce vortekslenip sonra santrifiij edilmistir.
4) 10 uM derisim i¢in ana stoktan 10 pl alinarak 90 pl saf su eklenmistir. Primerler
vortekslenip santrifiij islemi yapildiktan sonra muhafaza edilmek iizere -20°C’ye

kaldirilmigtir. Kullanilan primerlerin bilgileri gizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4 Kullanilan primerler

Primer sembolii

Gen ad1

Forward Primer (5°-3)

Reverse Primer (5°-3%)

PM peritrophic matrix AGTCGCACTCGTGTGGGTACTT TGCGACTGGAGACACAACGTAAA
protein 14 precursor

SP spidroin-1-like TGTTAGCGTGAGCGAAGGTTAC TTGGGCGTAGTATGGGTATCTG

EC endochitinase A-like TTGGTGGTGTTGTCCGCTCTT CAGGAACACTTCCTACGACACT

AP A-kinase anchor | TGGATAAGATGGGCGGAATGGT TCGTACTCTTCTTCGGTGTTGC
protein 14-like
[Ceratitis capitata]

ADH anti-diruetic  peptide | GTCCGTAGATGTGTGGCTTGTAA CTCCTTTGGCTGTCATTCCTCCA
precursor

TUB Alpha tubulin CACGGTTGGTGGTTGGTAGTTGA TGGAGACGTAGTACCGAAAGATGT




3.2.6 gPCR analizi

Diyapozla iliskili belirlenen hedef genlere spesifik primerler yardimiyla SYBR enzimi
kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir. qPCR analizlerinde hedef gen
bolgelerinin amplifikasyonunu gerceklestirmek tizere, biyolojik ve teknik tU¢lii tekrarlar
halinde reaksiyonlar hazirlanmigtir. QPCR analizi sonucunda farkli dénemlerden elde
edilen CT degerleri, housekeeping genlere ait CT degerleri ile karsilastirilmak iizere, 2°
ACT formiilii kullanilarak normalize edilmistir. Farkli kosullardan elde elde edilen CT
2-AACT

degerleri, housekeeping genlere ait CT degerleri ile karsilastirilmak iizere,

formiilii kullanilarak normalize edilmistir.

gPCR’da elde edilen verilerin analizinde mutlak 6l¢iim (absolute quantification) ve
goreceli Ol¢iim (relative quantification) yontemleri kullanilmaktadir. Mutlak 6l¢iim
yonteminin analizinde ilgili transkriptin kopya sayisi genellikle bir standart egri
hazirlanarak belirlenir ve hesaplamalarda 2T formiilii kullamlir (Schmittgen ve Livak
2008, Dageri 2016).

Goreceli 6l¢iim yontemi ise ¢ogunlukla muamele ¢alismalarinda kullanilirken, analizin
yapilmasinda muamele edilmis Orneklerle birlikte, muamele edilmemis bir kontrol
grubu bulunmaktadir. Kontrol grubu referans alinarak gen ifadesinde meydana gelen
degisimler tespit edilirken hesaplamalarda 2**“" formiilii kullamlmaktadir (Livak ve

Schmittgen 2001, Dageri 2016).

gPCR mix hazirhgx:

1) Trogoderma granarium orneklerinde ifadesi Olgiilecek olan 6 gen icin ayri ayri
hazirlanmis olan primerler, diger deney bilesenleri il 500 pl’lik mikrosantrifiij tiiplerine
ayni oranda eklenmistir.

2) Tiplere oOncelikle saf su eklenip sirasiyla; reaction buffer, primer, enzim, su
koyularak, her bir bilesen eklendiginde pipetaj islemi yapildiktan sonra vortex cihaziyla

karistirilmastir.
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3) Son soliisyon hazir oldugunda Al kuyucugundan baslanip yukaridan asagiya dogru
kuyucuklara hazirlanan mixten 7,5 ar pl koyulmustur.

4) Kuyucuklara mixler koyulduktan sonra iizerlerine 2,5 ul cDNA 6rnekleri eklenmistir.
PCR plakasinin en saginda yer alan A12 kuyucuguna gelinerek negatif kontrol icin
yukaridan asagiya 6 gen i¢cin qPCR mixi eklenmistir ((DNA eklenmemistir). Kullanilan

kimyasallar ve miktarlar1 asagida ¢izelge 3.5°te verilmistir.

Cizelge 3.5 qPCR mix hazirliginda kullanilan kimyasallar

Kimyasallar 1X

H.O 1,5 pl
SYBR Green Master Sul

Forward Primer 0,5 ul
Reverse Primer 0,5 ul
Toplam 7,5 ul
Ornek cDNA 2,5 ul
Toplam Hacim 10 pl

gPCR cihaz kosullar, ilk denatiirasyon 95°C de 8 dk, daha sonra 55 dongili olacak
sekilde denatiirasyon 95°C’de 10 sn, baglanma 63°C 20 sn, uzama 72°C’de 30 sn
olacak sekilde ayarlanmistir. Referans gen (housekeeping) olarak Alpha tubulin
kullanilmistir (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6 qPCR cihaz protokolii

Denaturasyon Amplifikasyon Erime egrisi Sogutma
Parametre

Analiz Yok Kontifikasyon modu | Erime egrisi modu Yok
modu

Dongii 1 55 1 1

Hedef 95 95 63 72 95 63 95 40

O

Siire 8dk 10sn [ 20sn | 30sn | 5sn [ 1dk | 00 10sn
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3.2.7 Veri analizi

Tez kapsaminda g-pcr analizinden elde edilen normalizasyon sonuglarindaki degerler ile
istatistiksel analizler gergeklestirilmistir. Degerler 3 biyolojik tekrar ve 3 teknik tekrar
olacak sekilde elde edilmistir. Istatistiksel analizler Minitab 16.0 (Minitab Ltd, Brandon
Court, Birlesik Krallik) yazilimi kullanilarak yapilmistir. Ornekler arasindaki
istatistiksel anlamlilik, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey’s Honest
Significant Difference (HSD) testi ile belirlenmistir. Kabul edilen anlamlilik diizeyi
P <0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Diyapozla liskili Genlerin Ekspresyon Analizleri

Trogoderma granarium’a ait Endochitinase A-like, Peritrophic matrix protein 14
precursor, Anchor Protein, Spidroin, Antidiuretic hormone genleri spesifik primerlerle
qPCR teknigi kullanilarak ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Elde edilen verilerin
analizinde mutlak ve goreceli Olgiim yontemi kullanilarak, ifade profilleri
olusturulmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Ekspresyon analizleri her gen i¢in ayr1 olarak
degerlendirilmistir. Calisilan genlerin qPCR sonuglart sekil 4.3, sekil 4.8, sekil 4.11,
sekil 4.14’te verilmistir. Referans gen olarak kullanilan Alpha tubulin’in gPCR

sonuclar1 Ek 1°de verilmistir.

Farkli Kosgullardaki Gen Ekspresyon Diizeyleri
70
60
50
40
30
20

10 b b
aaaa a a aaaa b b b bbb b b

EC SP PM AP ADH

Aclik Baskis1 ®mFeces Baskis1 ®mPopulasyon Baskis1t = Soguk Baskisi ®mKontrol

Sekil 4.1 T. granarium’un diyapozla iliskili genlerinin farkli kosullardaki ekspresyon
diizeyleri
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Donemsel Gen Ekspresyon Diizeyler1
1200

1000 a
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200 b bbb bbbb apbbbb ayppp 0OPbBOD
0 e .- — —— — ——

EC SP PM AP ADH

Larva 1. donem ®Larva 2. donem ®Larva 3. donem * Ergin Disi ™ Ergin Erkek

Sekil 4.2 T. granarium’un diyapozla iliskili genlerinin donemsel ekspresyon diizeyleri

4.1.1 Endochitinase A-like geninin ekspresyon analizi

Amplification Curves

41.027
37.0271
33.027

29.027

510)

Fluorescence (465

Sekil 4.3 T. granarium’da Endochitinase A-like ve Peritrophic matrix protein 14
precursor genlerinin qPCR sonuglart
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(Melting curves ve melting peaks sonuglari EK 2°de verilmistir)

a Farkli Kosullardaki EC Geni Ekspresyon Diizeyleri
3.0
a
2.5
2.0 a .

1:5 g a [
o m

0,5

el

0,0
Aclik Baskis1 Feces Baskis1  PopulasyonBaskisi  Soguk Baskisi Kontrol

Sekil 4.4 EC geninin farkli kosullardaki ekspresyon diizeyleri

Ozellikle soguk baskisi ile beslenmeyen bocegin fizyolojisi agisindan énemli oldugu

diistiniilen bu genin analiz sonuglar incelenmistir (Sekil 4.4).

EC geninin kosullara gére karsilastirmali analizi incelendiginde popiilasyon baskisinda
diyapoza giren bocegin ifade diizeyi diger kosullara gore daha yiiksek bulunmustur.
Popiilasyon baskisina gore aglik, feces ve soguk baskisinda diyapoza giren bdcegin
ifade diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 1.32, 1.63, 1.01 kat daha az bulunmustur.
Popiilasyon baskisina gore kontrol grubunun ifade diizeyi yaklasik olarak 1.29 kat daha
az bulunmustur. Popiilasyon ve soguk baskist kosullarinin ifade seviyesinin kontrol
grubuna gore daha fazla aclik ve feces baskisi kosullar1 ifadesinin ise daha az oldugu

bulunmustur.

Kosullara gore sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tiim kosullar

arasindaki fark anlamli bulunmayarak istatistiksel agidan ayn1 grupta yer almistir.
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Doénemsel EC Geni Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 4.5 EC geninin farkli donemlerdeki ekspresyon diizeyleri

Sekil 4. 5°te EC geninin dénemlere gore karsilastirmali analizi incelendiginde 1. donem
larvanin ifade diizeyi diger donemlere gore daha fazla bulunmustur. Birinci donem
larvaya gore 2. donem larva, 3. donem larva, ergin disi ve ergin erkegin ifade diizeyleri

yaklasik olarak sirasiyla 31.62, 57.08, 16, 31, 685 kat daha az bulunmustur.

Donemlere gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu icin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Donemler
arasinda 1. donem larva ile diger donemler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunarak 1. dénem larva farkli grupta yer almistir. Diger donemlerin kendi aralarindaki

fark istatistiksel agidan anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.
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4.1.2 Peritrophic matrix protein 14 precursor geninin ekspresyon analizi

Farkli Kosullardaki PM Geni Ekspresyon Diizeyleri

30 a
25
20
15
10 b
b [
5 T b
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Aclik Baskist Feces Baskist Populasyon Soguk Baskis1 Kontrol
Baskisi

Sekil 4.6 PM geninin farkli kosullardaki ekspresyon diizeyleri

Soguk baskisi ile beslenmeyen bocegin fizyolojisi agisindan énemli oldugu diisiiniilen

PM geninin analiz sonuglart incelenmistir (Sekil 4.6).

PM geninin kosullara gore karsilastirmali analizi incelendiginde soguk baskisinda
diyapoza giren bocegin ifade diizeyi diger kosullara gore daha yiiksek bulunmustur.
Soguk baskisina gore aglik, feges ve popiilasyon baskisinda diyapoza giren bocegin
ifade diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 5.21, 2.99, 13.94 kat daha az bulunmustur.
Soguk baskisina gore kontrol grubunun ifade diizeyi yaklasik olarak 17.75 kat daha az
bulunmustur. Tiim kosullarin ifade seviyesinin kontrol grubuna gére daha fazla oldugu

tespit edilmistir.

Kosullara gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu icin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Soguk baskisi
ile diger tim baski kosullar1 arasindaki fark anlamli bulunarak soguk baskis1 kosulu
farkli grupta yer almistir. Diger kosullarin kendi aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.
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Donemsel PM Geni Ekspresyon Diizeyler1
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Sekil 4.7 PM geninin farkli donemlerdeki ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.7°de PM geninin donemlere gore karsilagtirmali analizi incelendiginde 1. donem
larvanin ifade diizeyi diger donemlere gore daha fazla bulunmustur. Birinci donem
larvaya gore 2. donem larva, 3. donem larva, ergin disi ve ergin erkegin ifade diizeyleri

yaklasik olarak sirastyla 37.45, 14.51, 13.57, 464.4 kat daha az bulunmustur.

Donemlere gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Donemler
arasinda 1. donem larva ile diger donemler arasindaki fark istatistiksel agidan anlaml
bulunarak 1. donem larva farkli grupta yer almistir. Diger donemlerin kendi aralarindaki

fark istatistiksel acidan anlamli bulunmayarak ayn1 grupta yer almigtir.
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4.1.3 A-kinase Anchor Protein 14-like geninin ekspresyon analizi

Amplification Curves
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Sekil 4.8 T. granarium’da A-kinase Anchor Protein 14-like geninin qPCR sonuglari

(Melting curves ve melting peaks sonuglar1t EK 3’te verilmistir)

Farkli Kogullardaki AP Geni Ekspresyon Diizeyleri
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Aclik Baskist Feces Baskist Populasyon Baskis1  Soguk Baskisi Kontrol

Sekil 4.9 AP geninin farkli kosullardaki ekspresyon diizeyleri
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Sekil 4.9°da AP geninin kosullara gore karsilastirmali analizi incelendiginde soguk
baskisinda diyapoza giren bocegin ifade diizeyi diger kosullara gore daha yiiksek
bulunmustur. Soguk baskisina gore aclik, feces ve popililasyon baskisinda diyapoza
giren bocegin ifade diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 8.67, 2.86, 105.54 kat daha az
bulunmustur. Soguk baskisina gore kontrol grubunun ifade diizeyi yaklasik olarak 17.75
kat daha az bulunmustur. Kontrol grubuna goére aclik, feces ve soguk baskisi
kosullarinin ifade seviyeleri daha fazla iken popiilasyon baskisinin ki daha az

bulunmustur.

Kosullara gore sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Soguk baskisi
ile diger tiim baski kosullar1 arasindaki fark anlamli bulunarak soguk baskis1 kosulu
farkli grupta yer almistir. Diger kosullarin kendi aralarindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.

Doénemsel AP Geni Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 4.10 AP geninin farkli donemlerdeki ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.10’da AP geninin donemlere gore karsilastirmali analizi incelendiginde 1.

donem larvanin ifade diizeyi diger donemlere gore daha fazla bulunmustur. Birinci
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donem larvaya gore 2. donem larva, 3. donem larva, ergin disi ve ergin erkegin ifade

diizeyleri yaklagik olarak sirastyla 397332, 4276, 163, 10772 kat daha az bulunmustur.

Donemlere gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ddénemler
arasinda 1. donem larva ile diger donemler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunarak 1. déonem larva farkli grupta yer almistir. Diger donemlerin kendi aralarindaki

fark istatistiksel agidan anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.

4.1.4 Spidroin geninin ekspresyon analizi

Amplification Curves

— A1: AB1 — A2 AB2 A3 AB3 — A4 FB1 AS: FB2 AB.FB3 — A7.PB1 AB: PB2 — A9 PB3
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Cycles

Sekil 4.11 T. granarium’da Spidroin geninin qPCR sonuglari

(Melting curves ve melting peaks sonuglari EK 4’te verilmistir)
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Farkli Kosullardaki SP Geni Ekspresyon Diizeyleri
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Baskis1

Sekil 4.12 SP geninin farkli kosullardaki ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.12°de SP geninin kosullara gore karsilagtirmali analizi incelendiginde soguk
baskisinda diyapoza giren bocegin ifade diizeyi diger kosullara gore daha yiiksek
bulunmustur. Soguk baskisina gore aglik, feces ve popililasyon baskisinda diyapoza
giren bocegin ifade diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 1.83, 2.16, 1.96 kat daha az
bulunmustur. Soguk baskisina gére kontrol grubunun ifade diizeyi yaklasik olarak 1.04
kat daha az bulunmustur. Soguk baskist hari¢ tiim kosullarin ifade seviyesinin kontrol

grubuna gore daha az oldugu tespit edilmistir.

Kosullara gore sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tiim kosullar

arasindaki fark anlamli bulunmayarak istatistiksel agidan ayn1 grupta yer almistir.
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Sekil 4.13’de SP geninin donemlere gore karsilastirmali analizi incelendiginde 1.
dénem larvanin ifade diizeyi diger donemlere gore daha fazla bulunmustur. Birinci

donem larvaya gore 2. donem larva, 3. donem larva, ergin disi ve ergin erkegin ifade

Donemsel SP Geni Ekspresyon Diizeyleri

Larva 1. donem
Larva 2. donem
Larva 3. donem
Ergin Disi
Ergin Erkek

Sekil 4.13 SP geninin farkli donemlerdeki ekspresyon diizeyleri

diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 3.06, 5.68, 132, 1830 kat daha az bulunmustur.

Doénemlere gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu i¢in
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Donemler
arasinda 1. donem larva ile diger donemler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli

bulunarak 1. donem larva farkli grupta yer almigtir. Diger donemlerin kendi aralarindaki

fark istatistiksel agidan anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.
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4.1.5 Antidiuretic hormone geninin ekspresyon analizi

Amplification Curves
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Sekil 4.14 T. granarium’da Antidiuretic hormone geninin qPCR sonuglari

(Melting curves ve melting peaks sonuglart EK 5°te verilmistir)

Farkli Kosullardaki ADH Geni Ekspresyon Diizeyleri

100

90 a

80

: s

50

40

30

%g b : b

Aclik Baskisi FecesBaskisi  Populasyon Baskisi  Soguk Baskist Kontrol

Sekil 4 15 ADH geninin farkli kosullardaki ekspresyon diizeyleri

56



Sekil 4.15°de ADH geninin kosullara gore karsilastirmali analizine bakildiginda soguk
baskisinda diyapoza giren bocegin ifade diizeyi diger kosullara gore daha yiiksek
bulunmustur. Soguk baskisina gore aclik, feces ve popililasyon baskisinda diyapoza
giren bocegin ifade diizeyleri yaklasik olarak sirasiyla 18.16, 7.34, 1.87 kat daha az
bulunmustur. Soguk baskisina gére kontrol grubunun ifade diizeyi yaklasik olarak 48.38
kat daha az bulunmustur. Tiim kosullarin ifade seviyesinin kontrol grubuna gére daha

fazla oldugu bulunmustur.

Kosullara gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Soguk baskisi
ve popiilasyon baskisinin kendi iglerinde ayrica diger kosullar ile aralarindaki fark
istatistiksel agidan anlamli bulunarak farkli grupta yer almislardir. A¢lik baskisi ve feces

baskist kosullar1 arasinda fark istatistiksel agidan anlamli bulunmayarak ayni grupta yer

almistir.
Donemsel ADH Geni Ekspresyon Diizeyleri
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Sekil 4.16 ADH geninin farkli donemlerdeki ekspresyon diizeyleri

Sekil 4.16°’da ADH geninin dénemlere gore karsilastirmali analizine bakildiginda ergin

disinin ifade diizeyi diger donemlere gore daha fazla bulunmustur. Ergin disiye gore 1.
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donem larva, 2. donem larva, 3. donem larva ve ergin erkegin ifade diizeyleri yaklagik

olarak sirasiyla 12.26, 17.37, 129.65, 67.14 kat daha az bulunmustur.

Donemlere gore sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde p<0.05 oldugu igin
kosullar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Dénemler
arasinda ergin disi ile diger donemler arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli
bulunarak ergin disi donemi farkli grupta yer almistir. Diger donemlerin kendi

aralarindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmayarak ayni grupta yer almistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diyapoz sirasinda pek cok gen gercekten ifade edilmese de, birgok genin bu zamanda
benzersiz bir sekilde ifade edildigi agiktir. Gen ifadesi modellerine daha yakindan
bakildiginda, bazi genlerin sadece erken diyapozda, bazilarinin ge¢ diyapozda ve
aralikl olarak ifade edildigi gozlenmistir. Bu tiir farkliliklar, diyapozun karmagikliginin
altint ¢izmekte ayni zamanda diyapozun dinamiklerini yansitmaktadir. Metabolik
hizdaki degisiklikler, metabolik rezervlerin kullanim sekilleri ve diyapoz sonlandirici
cevresel sinyallere ve hormonlara karsi duyarliliklarin tiimii, diyapoz sirasinda bdcek

icinde meydana gelen i¢ degisikliklerin iyi bir sekilde anlasilmasin1 gerektirir.

Bu tez calismasi ile diyapozla iliskili oldugu diistiniilen peritrophic matrix protein 14
precursor, spidroin-1-like, endochitinase A-like, A-kinase anchor protein 14-like
[Ceratitis capitata], anti-diruetic peptide precursor genlerinin ifade diizeyleri
incelenmistir. Gen ifadeleri analiz edilirken farkli kosullar ve farkli dénemler olmak
tizere iki farkli parametre olusturulmustur. Calismada T. garanarium bireylerinin farkli
kosullardaki baskilar altinda diyapoz halindeyken gen ifadesi diizeyinde nasil bir tepki
verdigini 6grenmek hedeflenmistir. Ayrica bdcegin farkli donemlerinde diyapozla
iligkili oldugu diisiiniilen genlerin ifade diizeyleri tespit edilmistir. Bildigimiz kadariyla

T. granarium’un diyapozla iligkili genleri hakkinda daha 6nce ¢alisma yapilmamaistir.

Kitinazlar, b-1,4-bagli N-asetilglukozaminlerden olusan kitin lineer polimerini hidrolize
eden enzimlerdir. Amino asit dizilerinin korunmasina, ¢esitli korunmus motiflere ve
protein katlanmasina dayali olarak, kitinazlar 18. aile ve 19. aile glikosilhidrolazlar
olarak siniflandirilmistir (Arakane ve Muthukrishnan 2010). Aile 18 Kkitinazlar,
bakteriler, bitkiler ve hayvanlar da dahil olmak iizere tim alemlere yaygin olarak
dagilmistir. Cogunlukla bitkilerde bulunan 19 kitinaz ailesi ile higbir dizi benzerligi
paylagmazlar. Bununla birlikte, bakteri, bir kene tiirii, viriisler ve bir nematod dahil
olmak tizere c¢esitli kaynaklardan 19 kitinaz ailesi hakkinda oldukg¢a az sayida rapor
bulunmaktadir (Arakane ve Muthukrishnan 2010). 18 Kkitinaz ailesi protistlerden
memelilere kadar kapsamli bir evrimsel modifikasyona ugramis olsa da kitinazlari

kodlayan genlerin sayisindaki en kapsamli dagilim Insecta sinifinda meydana geldigi
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goriilmistir (Zhu vd. 2008, Karisson ve Stenlid 2009). 18 bocek kitinaz familyasi
neredeyse sadece endokitinazlardir ve iiriinlerin indirgeyici uglarinda b-anomerler veren
polimerik kitin i¢ pozisyonlarindaki b-1,4-baglarini sindirmeyi tercih ederler. Aile 18 ve
aile 20 kitinolitik enzimlerin birlesik etkisi sinerjiktir ve kitin polimerinin boceklerde
hizl1 depolimerizasyonuna yol agar (Fukamizo ve Kramer, 1985). Bazi durumlarda,
kitin baglama alanlarina sahip ancak katalitik aktiviteden yoksun ek proteinler, kitin
yikimina yardimci olur (Vaaje-Kolstad vd. 2005). Bocek kitinazlarinin ana islevi, deri
degistirme sirasinda bocek kiitikiilii ve peritrofik matris gibi kitin igeren hiicre dis1
matrislerin devrindedir. Ek olarak, kitinazlar, konukgular1 kitin igeriyorsa boceklerde
sindirim islevine sahip olabilir. Enzimatik aktiviteden yoksun olan kitinaz benzeri

proteinlerin, bagisiklikta veya biiyiime faktorleri olarak rolleri olabilir.

Yapmis oldugumuz ¢alismada EC geninin ifade seviyesi popiilasyon baskisi altinda en
yiiksek bulunsa da tiim kosullar altinda ifade seviyesi benzer sekilde bulunmus kayda
deger bir fark belirlenmemistir. Bu genin soguk baskisi altinda ifade seviyesinin yiiksek
olmasi larvanin bu donemi daha rahat atlatmasina katki saglayacagini diistindtirmiistiir.
EC geninin donemler arasinda ifade seviyesine baktigimizda 1. donem larvada ifade
seviyesinin diger donemlere gore daha yiiksek oldugu ancak diger donemler arasinda
ciddi bir farklilik olmadig1 belirlenmistir. Bu genin 1. dénem larvada ifade seviyesinin
yiiksek bulunmast heniiz gelisim doneminin baslangicinda olan larvanin gelisimine
katki i¢in ifadesinin artmis olabilecegini akla getirmistir. Ayrica zorlu diyapoz siirecinin
atlatilmas1 i¢in bagisikligin, dayanikliligin arttirilmasi icin ifade seviyesinin arttigi

distintiilmiistiir.

Kim ve digerlerinin yapmis oldugu ¢alismada Culex pipiens L.’den (Diptera:
Culicidae) (Cx pipiens) klonlanan iki aktin geninin, ergin diyapozu sirasinda artarak
ifade edildigi bulunmustur. Aktin 1 ve 2, diyapoz boyunca ifade edilmis olsa da, her iki
gen de en yiiksek oranda diyapozun baslarinda ifade edilmistir. Gen ifadesindeki bu
degisikliklere, diisiik sicakliga maruz kalan diyapozlu sivrisineklerin orta
bagirsaklarinda en belirgin olan polimerize aktin dagilimi eslik etmistir. Erginlerler
eklozyondan 7-10 giin sonra diisiikk sicakliga (12 saat boyunca -5°C) maruz

birakildiklarinda, polimerize aktin hem diyapozsuz hem de diyapozlu sivrisineklerde
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kas lifleri boyunca esit olarak dagilmistir. Daha olgun erginlerin (eklozyondan 1 ay
sonra) diisiik sicakliga (12 saat boyunca -5°C) maruz kalmasi, polimerize aktin
dagilimmin daha da fazla olmasina neden olmustur, bu etki 6zellikle diyapozda olan
sivrisineklerde belirgin bulunmustur. Gen ifadesi ve aktin dagilimindaki bu
degisiklikler, aktinlerin, hiicre iskeletini giiclendirerek kigin diisiik sicakliklarinda
diyapoz yapan erginlerin hayatta kalmasini arttirmada bir rolii oldugunu

diistindiirmistiir (Kim vd. 2006).

Peritrofik matris (PM), kitinden ve proteinlerden olusan, bdcegin orta bagirsagini
kaplayan, hiicresiz, yar1 gegirgen bir yapidir. PM, bagirsak liimenini yemek borusunu
iceren endoperitrofik bosluga ve PM ile orta bagirsak epiteli arasindaki ektoperitrofik
bosluga ayirir. Epiteli asindirici gida partikiillerinden, patojenlerden ve alinan
toksinlerden korur ve sindirim siireclerini boliimlere ayirir. Biiyiikk makromolekiiller,
endoperitrofik boslukta, sindirimin ve besin aliminin son asamalarinin gerceklestigi
ektoperitrofik bosluga PM’den gegen liriinlere (esas olarak peptitler, kisa sakkaritler ve

yag asitleri) hidrolize edilir (Toprak vd. 2008).

Protein, PM’nin ana bilesenidir ve dort sinif PM proteini, peritrofik matristen serbest
birakilma bigimlerine gore tanmir. Sinif I proteinler, fizyolojik tamponlarla basit bir
durulama ile uzaklastirilir. Smif II proteinler, zayif iyonik etkilesimleri bozan hafif
deterjanlarla ekstrakte edilebilirken, Sinif III proteinler yalnizca iire gibi giiglii denatiire
edici maddelerle muamele edildiginde salimir. Smuf IV, higbir sekilde
uzaklastirilamayan ve muhtemelen diger proteinlere veya kitine kovalent olarak bagh

proteinleri icerir (Toprak vd. 2008).

Calismamizda PM geninin soguk baskisi altinda en fazla sekilde ifade edildigi
bulunmustur. Diger kosullar altinda ifade seviyelerinde ciddi bir farklilik
bulunmamistir. PM ifade seviyesinin aglik ve popiilasyon baskist kosullarindaki ifade
seviyelerinden daha diisiik ¢ikmasi bu kosullar altinda beslenmenin daha az olmasina
atfedilmistir. Ayrica aglik baskist kosulunda diger genler arasinda en fazla ifade edilen
gen olmustur. PM geninin donemler arasindaki ifadesine bakildiginda en fazla 1. dénem

larvada ifade edilerek diger donemlerdeki ifade seviyeleri arasinda ciddi bir farklilik
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bulunmamistir. PM seviyesinin 1. donem larvada ifade seviyesinin daha yiiksek

olmasimin T. granarium bireylerinin beslenmesi ile iligkili oldugu diistiniilmistiir.

Yiiksek diizeyde organize olmus molekiiler kompleksler, hiicre ylizeyi reseptor
aktivasyonunun akis1 yoniinde meydana gelen sinyal iletim olaylarinin kesin konumunu
ve zamanlamasini belirler. Bu tiir kompleksleri organize eden bir dizi yap1 molekiili, A-
kinaz baglayici proteinler (AKAP’ler) olarak bilinen bir protein ailesidir. AKAP’ler,
protein kinazlar ve fosfatazlar gibi enzimleri uygun substratlarla ayirarak fosforilasyon
ve fosforilasyon olaylarinin koordinasyonu i¢in bir ¢erceve saglar. AKAP’ler ayrica
sinyal iletimi ve sinyal sonlandirma molekiillerini sinyal yollarinin yakinsamasinda bir

araya getirir (Langeberg ve Scoot 2005).

AKAP’ler ilk olarak protein kinaz A’y1 (PKA) baglama kapasitesini paylasan, yapisal
olarak cesitli fakat islevsel olarak iliskili proteinlerin bir ailesi olarak tanimlanmistir. EK
olarak, AKAP’1n bir bolgesi, kompleksi belirli bir hiicre alt1 bolmeye baglamaya hizmet
eden bir hedefleme dizisi igerir. Onemli olarak, AKAP’lerin PKA’nin hareketini
yonlendirmenin yam1 sira diger sinyal molekiillerini de devreye soktugu bircok
laboratuvar tarafindan gosterilmistir (Tasken ve Aandahl 2004). Bu, hiicre igindeki
belirli bolgelerde bilginin entegrasyonu ve yayilmasi i¢in enzim komplekslerinin
olusturulmasini saglar. Bu kompleksler, yukar1 akis sinyallerine dinamik yanit olarak
birlestirilir ve genellikle spesifik substrat proteinlerine yakin baglanir. Kombine olarak,
bu faktorler, AKAP aracili sinyallesme olaylarina uzamsal ve zamansal diizenleme

saglar (Langeberg ve Scoot 2005).

Calismamizda AP geninin en fazla soguk baskisi kosulu altinda ifade edildigi diger
kosullar arasinda kayda deger bir ifade farkliligi olmadig belirlenmistir. Helicoverpa
armigera (Lepidoptera: Noctuidae)’da diyapozun baslamasiyla iligkili genlerin ifadesi
hakkinda yapilan caligmaya gore Guanilil siklaz yolu, TGFB-benzeri yol, insiilin-
benzeri yol ve steroid hormon yolu gibi birka¢ sinyal yolunun gelisimsel arrestin
diizenlenmesinde rol oynadig: bildirilmistir. Bu ¢alismada, Akt geninin (HarDP-C672)
transkripsiyonunda artis gézlenmistir. Akt, insiilin benzeri yolda 6nemli bir proteindir.

Buna karsilik, kalmodulin protein kinaz Il (CaMK II) ve arginin kinaz (ArgK) diyapoz
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baslatma sirasinda azaldigi tespit edilmistir (Bao ve Xu 2011). Bizim ¢alismamizda tiim
donemler arasinda AP geni en fazla 1. donem larvada ifade edilmistir. Diger donemlerin
ifade seviyesi diisiik olmakla birlikte aralarinda ciddi bir farklilik bulunmamistir. Bu
genin 1. donem larvada ifade seviyesinin yiiksek olmasi sinyal iletim, sinyal
sonlandirma ve hiicre i¢i bilginin entegrasyonu gibi olaylarinin bu dénemde daha yogun

gerceklestigini akla getirmistir.

Spidroinler, oriimcek ipegindeki ana proteinlerdir. Farkli 6riimcek ipegi tiirleri, hepsi
tek bir protein ailesinin iiyesi olan farkli spidroinler igerir (Ayoub vd. 2013). En ¢ok
aragtirilan spidroin tiirii, 6riimcek ipeginin en gii¢lii tiiri olan dragline ipegin yapiminda
kullanilan baglica ampullate ipek proteinleridir (MaSp). Dragline ipek lifi, spidroin-1
(MaSp1l) ve spidroin-2 (MaSp2) geni olmak tizere iki tiir spidroin’den olusur (Motriuk-
Smith vd. 2005). Spidroin, skleroproteinler adi verilen biiyiikk bir protein grubunun

parcasidir. Bu grup, kolajen ve keratin gibi diger ¢ézlinmeyen yapisal proteinleri igerir.

Baslica ampullat spidroinler, ortalama 3500 amino asit ile 250-350 kDa’lik bir uzantiya
sahip biiyiik proteinlerdir. Cogunlukla yiiksek oranda homojenize edilmis tandem

tekrarlarina dayanan polimerik bir organizasyonu temsil ederler (Xu ve Lewis 1990).

Calismamizda spidroin (Sp) geninin ifade diizeylerine bakildiginda kosullar arasinda en
fazla soguk baskisi kosulunda ifade edildigi tespit edilmistir. Tiim kosullarda ifade
diizeyleri birbirine yakin bulunarak kayda deger bir fark bulunmamistir. Dénemler
arasinda ifade seviyelerine bakildiginda bu genin en fazla 1. donem larvada ifade
edildigi bulunmustur. Diger larva donemleri arasindaki ifade seviyeleri de birbirine
yakin bulunmustur. Yine ergin erkek ve ergin disi donemlerinde ifade seviyeleri birbine
yakin bulunmustur. Tez kapsaminda elde edilen bulgular 1sinda bu genin diyapozla

iligkili olabilecegi ve bu iliskinin daha kapsamli arastirilmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Odorant binding protein (OBP) genlerinin islevi tam olarak iyi belirlenmemis olsa da,
koku verici molekiilleri duyu ndronlarinin hiicre zarindaki koku alma reseptorlerine
ileterek koku verici tasiyicilar olarak hareket ettiklerine inanilmaktadir. Drosophila

melanogaster’de (Diptera: Drosophilidae), OBP genleri ile yapilan ¢alisma Obp19d’nin
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ergin yanl ifadeye sahip oldugunu, Obp56a’nin ise larva yanl ifadeye sahip oldugunu
gostermistir. Obp99c’ye gelince, D. melanogaster’in hem larvalarinda hem de
erginlerinde yiiksek ifade seviyeleri gézlenmistir (Nakamura vd. 2016). Calismamizda
Sp genini ifadesine genel olarak baktigimizda larva donemlerinde ifade seviyesinin
ergin donemlere kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur. Yine ifade seviyesinin

larva donemleri arasinda 1. donemden 3. doneme kadar giderek azaldig goriilmiistiir.

Boceklerin  bosaltim sistemi, islevleri diiiretik ve antidiiiretik hormonlar (ADH)
tarafindan kontrol edilen malpigi tiibiillerini ve arka bagirsagi (ileum ve rektum) igerir.
Boceklerde malpigi tiibiiliiniin ve arka bagirsak fonksiyonunun kontroliinde ¢esitli
peptit gruplart yer alir. Bunlar beyin ve ventral sinir kordonu gangliyonlarindaki
norosekreter hiicrelerin {riinleridir ve diiiretik ve/veya antidiiiretik hormonlar olarak
islev gormek iizere dolasima salinabilecekleri tanimlanmis noérohemal yapilarda
bulunurlar. Reseptorler bazilar1 tarafindan bilinir ve ¢esitli tasima proseslerini

diizenlemek i¢in cAMP, cGMP veya Ca; + sinyal yollariyla birlesirler (Coast 2006).

Calisgmamizda ADH geninin ifade seviyesine bakildiginda en fazla soguk baskisi
kosulunda ifade edildigi bulunmustur. Bunu popiilasyon baskisi takip etmistir. Diger
baski kosullar altindaki ifade seviyelerinde ciddi bir farklilik bulunmamistir. Yapilan
analizlerde donemlere gore degerlendirme yapildiginda ADH geni hari¢ diger tiim
genlerin 1. donem larvada ifade diizeyinin en fazla oldugu bulunmustur. ADH geni tim
donemler arasinda en fazla ergin diside ifade edilmistir. Bu durum bu genin ergin disiye
0zel bir fonksiyonu oldugunu akla getirmistir. Bu genin tiim donemler arasinda ifade

seviyeleri arasinda kayda deger farkliliklar oldugu belirlenmistir.

Helicoverpa armigera pupa doneminde diyapoza girmekte olup diyapoz hedefli
bireylerde erken pupa gelisimi sirasinda genlerin daha yiiksek ifade edildigi tespit
edilmistir. Ozellikle 1. giinden 2. giine kadar SUMO, 0. giinden 2. giine kadar MnSOD,
0. giinden 1. giine kadar serikotropin ve 1. giinden 5. giine kadar TCTP yukar1 ifade
edilmistir. Bu genlerin erken pupa evresinde yiiksek ifadesi pupa diyapozunun
baglamasiyla iligkili olabilecegini akla getirmistir (Bao ve Xu 2011). Bizim

calismamizda da bir¢ok genin oOzellikle 1. donem larvada yukari ifade edildigi
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goriilmistiir. T. granarium larvasi her ne kadar 4. ve 5. donemde diyapoza giriyor
olsada bu durum erken donemde bu genlerin diyapoza hazirlik i¢in ifade edildigini akla

getirmistir.

Anastrepha obliqua’da gelisiminin farkli asamalar1 boyunca ii¢ OBP geninin
Obpl19d_2, Obp56a ve Obp99c’nin genlerinin ifadeleri analiz edilmistir.
Obp99c erkeklerde 6zel bir ifadeye sahipken Obp56a ¢iftlesmemis disilerde yiiksek
ifade gostermistir. A. obliqua’da ifade disi erginlerde ¢ok diisiik bulunmustur. Genel
olarak, A. obliqua’nin ergin 6ncesi donemlerinde OBP’lerin ifade seviyeleri, bu genlerin
larvalarda besin algilama gibi bazi1 temel biyolojik ihtiyaglarla ilgili goriinmedigini
tahmin etmelerine yol agmistir. Ayrica, A. obliqua’da bu OBP genleri i¢in gézlemlenen
ergin yanl ifadesi, eslerin ve yumurtlama bolgelerinin aranmasiyla ilgili olabilecegi

distiniilmustir (Nakamura vd. 2016).

Drosophila virilis grubu tiirlerinde (Drosophila montana, D. littoralis ve D. ezoana)
diyapoz fazlar1 arasindaki gen ifadesi kinetigine ayrica diyapoza giren ve girmeyen
disiler arasindaki kislama farkliliklarina bakilmistir. Calisilan genlerin ¢ogunun fazla
ifade edilmesinin faza 6zgii oldugu belirlenmistir. Act42A, Mhc, Jon25Bi, Thor, per,
CG6785, draper (drpr), Ecdysone ile indiiklenen protein 28/29kD (Eip71CD) ve Hsc70,
diyapozun farkli asamalarinda yukar1 dogru ifade edilmistir. Diyapoza giren disilerde
Katalaz (Cat), Act42A, per, Mhc ve Thor genlerinin fazla ifade edildigi tespit edilmistir.
Diyapoz donemindeki disilerde kisi gegirmede bu genlerin 6nemli bir rolii oldugu

diisiiniilmistiir (Salminen vd. 2015).

Ote yandan bdceklerde iireme basarisini etkileyen ovarilere besin saglayan vitellogenin
geni ile yapilan ¢aligmaya gore beyazsinekte Vgl ve Vg2 genlerinin ergin donemde
yiiksek miktarda ifade olduklart rapor edilmistir. Pupa fazinda her iki gen az miktarda
ifade olurken, Vg2 ifadesinin ise sadece yumurta-nimf asamasinda gozlendigi tespit
edilmistir (Wang vd. 2010). Bizim c¢alismamizda ADH geni her dénemde ifade
edilmistir. Benzer sekilde ADH geni ergin disi doneminde en fazla sekilde ifade
edilmistir. Ancak 3. donem larva da diger donemlere kiyasla ¢cok daha az ifade edildigi

gorilmiistiir.
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Farkli boceklerde diyapoz sirasinda ifade edilen genler ve farkli donemlerdeki ifadeleri
hakkinda yapilan calismalarin sonuglarinin incelemesi genel bir bakis ile asagida

verilmistir.

Rinehart ve digerlerinin yapmis oldugu c¢alismada et sineginde, sinegin 1s1 soku
proteinlerinin (Hsps) tiimii olmasa da ¢ogu yiiksek seviyede ifade edildigi belirlenmistir.
Hsp’lerin yiiksek seviyede ifade edilmesi, diyapozun baslangicinda baslamis, kiglama
donemi boyunca devam ederek sinegin gelisimi yeniden bagslatmak i¢in sinyali
almasindan sonraki saatler i¢inde sona erdigi saptanmistir. Hsp’nin yiiksek ifadesi,
Diptera, Lepidoptera, Coleoptera ve Hymenoptera dahil olmak {izere gesitli bdcek
takimlarini temsil eden tiirlerin yani sira farkli gelisim asamalarinda (embriyo, larva,
pupa, ergin) meydana gelen diyapozlarda ortak goriinmektedir. Sineklerde Hsp23 ve
Hsp70 ekspresyonunun RNAi kullanilarak baskilanmasi, diyapoza girmesini veya
diyapozun siiresini degistirmemistir, ancak pupanin diisiik sicakliklarda hayatta kalma
yetenegi lizerinde derin bir etkisi oldugu bildirilmistir. Diyapoz sirasinda Hsp’lerin
yiiksek ifadesinin, kisi gegiren boceklerin soguga dayanikliligina katkida bulunan
onemli bir faktor oldugu onerilmistir (Rinehart vd. 2007). Bu tez kapsaminda yapilan
calismadaki tiim genlerin ifade seviyelerinin soguk baskisi kosulu altinda yiiksek ifade
edildigi bulunmustur. Bu genlerin yiiksek ifadesi diisiik sicakliklarda diyapoza giren T.

garanrium bireylerinin hayatta kalma sansini arttiracagi diisiiniilmiistiir.

Palli ve digerlerinin yapmis oldugu ¢alismada Choristoneura fumiferana’da Hsp70 i¢in
MRNA’larin, diyapozdan 6nce, diyapozda ve diyapoz sonrasinda ifade edilirken (Palli
vd. 2001); T. granarium analiz edilen genlerin bazi donemlerinde diisiik ifade edilmis

olsada, tiim donemlerinde ifade edildigi bulunmustur.

Yine Drosophila virilis grubu tiirlerinde (Drosophila montana, D. littoralis ve D.
ezoana) diyapoz fazlari arasindaki gen ifadesi kinetigine bakilan ¢aligmada Jon25Bi,
diyapozun baslangig, bakim ve sonlandirma doénemleri boyunca yukart dogru
diizenlenmistir. Diger yandan Thor diyapozun bakim ve kislama asamalarinda yukari
dogru diizenlenmistir. Per, diyapozun yasam dongilisii boyunca yukari dogru

diizenlenmistir (Salminen vd. 2015).
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Helicoverpa armigera ile diyapozun baslamasiyla iligkili genlerin ifadesine bakilmustir.
Genlerin metabolizma ve enerji kategorisinde diyapoz baslangicinda fazla ifade edilen
iki enzim, aldolaz (HarDP-C349) ve enolaz (HarDP-A209) glikolize katilir. Ek olarak,
ATP olusumunda yer alan proteinleri kodlayan bir dizi transkript (HarDP-B843,
HarDP-B170 ve HarDP-B1356), diyapoz baslangicinda fazla ifade edilmistir. Stres
direnci kategorisine sekiz gen atanmig tiimii diyapoz baslangicinda yiiksek ifade
edilmistir. Hiicre dongiisii kategorisinde transkripsiyonel baskilayici aktiviteye sahip
oldugu tahmin edilen CG8378 (HarDP-C1098) ve transkripsiyon faktorlerinin
aktivitesini her zaman baskilayan SUMO (HarDP-A589), diyapoz baslangicinda yiiksek
ifade edilmistir (Bao ve Xu 2010).

Culex pipiens’in diyapozla iliskili genleri fonksiyonlarina gore gruplara ayrilmistir.
Diizenleyici genler grubunda ribozomal protein (rp) S3A, rpS6 ve rpS24’tin timd,
translasyonun baslatilmasinda yer almis ve ii¢i de diyapoz sonlandirilmadan kisa bir
siire once ge¢ diyapozda yiiksek diizeyde ifade edilmistir. rpS3A’nin ge¢ diyapozdaki
yiiksek ifadesi, diyapoz sonlandirilmadan 6nce yumurta {iretimi i¢in yeniden yetkinlige
isaret edebilir. Gida kullanim1 grubunda erken diyapozda kan sindirim enzimleri tripsin
ve kimotripsin benzeri serin proteaz’1 kodlayan iki gen diisiik ifade edilirken, sekerlerin
lipit depolarina doniistiiriilmesinde rol oynayan enzimi kodlayan gen, yag asidi sentazi
bu zamanda yiiksek oranda yiiksek ifade edildigi bulunmustur. Stres tepkisi grubunda
gec diyapozda tanimlanan stres tepkisi geni olan aldehit oksidaz Cx pipiens’e karsi
insektisit direncinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Aldehit oksidaz’in diyaporasyondaki
islevi bilinmemekle birlikte, muhtemelen diyapoz sirasinda calisan yiiksek bir stres-
tepki sisteminin bir bileseni oldugu disiiniilmiistir. Ek bir stres-tepki geni olan
selenoprotein, Cx pipiens’de yiiksek ifade edilerek cevresel strese karst koruma
sagladigr disiiniilmiistir. Diyapoz sirasinda metabolik islevleri olan dort gen
mitokondriyal malat dehidrojenaz, metilmalonat-semialdehit dehidrojenaz, sitokrom c
oksidaz (CO) alt birimi COI ve COIIll yiiksek ifade edilmistir. Malat dehidrojenaz
(MDH), metilmalonat-semialdehit dehidrojenaz’in eszamanli yukar: ifadesi, diyapoz ile
baglantili spesifik metabolik olaylarda da rol oynayabilir. MDH, artan soguga toleransla
iliskilendirilmistir. Hiicre iskeleti genlerinden aktin’in erken diyapozda artisi, diyapoza

hazirlanan disilerin artan ugus aktivitesini yansitiyor olabilir (Robich vd. 2007),
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Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: Pyralidae) larva doneminde diyapoza girmektedir.
Stresle ilgili proteinleri kodlayan se¢ilmis genlerin ifadesinde diyapozun baslangi¢ fazi
sirasinda, Grx, Hsp90, Hsc70 ve Hsp20.1 6nemli Ol¢lide yukar ifade edilmistir. Daha
sonra, diyapozun erken evresinde, ¢ogu genin ifadesi (Trx ve Hsp20.1 hari¢) sicak
iklime aligmis larvalarda ifadesini fazla iken, soguk iklime alismis larvalarda sadece Trx
ve Hsp90 genlerinin regiile oldugu saptanmistir. Ayrica, tiim genlerin (Trx harig) ifadesi
soguga alismis larvalarda diyapoz boyunca kademeli olarak artmistir. Hem diyapoz
programlamasinin hem de sicakliklarin O. nubilalis’te stresle ilgili genlerin

ekspresyonunu etkiledigi diistiniilmiistiir (Popovié¢ vd. 2015).

Galleria melonella’da (Lepidoptera: Pyralidae) 82-kDa’lik bir depolama proteinini
kodlayan bir gen sadece diyapoz sirasinda ifade edilirken 76-kDa proteini kodlayan
diger gen 4. donemden itibaren larvalarda tespit edilmistir. Bu genlerin sadece yag
dokuda ifade edildigi belirlenmistir (Godlewski 2001). Calismamiz her ne kadar farkli
dokulara yonelik olmasa da ifade edilen genlerin burada oldugu gibi belli donemlere
0zgl olarak ifade edilmedigi bulunmustur. Tiim genler her donem i¢in diisiik seviyede
olsa da ifade edilmistir. Bu durum bu genlerin sadece diyapoz donemine 0Ozgii

olmadigin diisiindiirmiistir.

Tez kapsaminda yapilan analizlere gore tim genlerin soguk baskisi kosulunda fazla
ifade edildigi bulunmustur. Bu sonug diger bir¢ok ¢alismada yapilan deneyleri destekler
nitelikte bulunmustur. Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda diyapoz iizerine soguk hava ya da
ortam sartlarinin etkililigi vurgulanmistir. T. granarium bireylerinde soguk baskisinin
diyapoz fizyolojisini ve genlerini etkilemesi agisindan onemli bir parametre oldugu
bulunmustur. Genlerin donemler arasinda ifade seviyelerinin karsilastirmasina gore
genlerin her donemde farkli oranlarda ifade edildigi bulunmustur. Bu durum c¢alisilan

genlerin sadece belli bir doneme 6zgii olmadigini diislindliirmiistiir.

Tez kapsaminda calisilmis olan farkli baski kosularindaki tiim genlerin ifade ediliyor
olmast bu kosullarin dogada hepsinin ya da bazilariin bir arada olacagi
diistintildiiglinde bu genlerin yine ifade edilecegini dolayisiyla bécegin diyapozuna katki

saglayacagini diislindiirmustiir.
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Gelisimdeki duraklama donemi olarak diyapoz, tiim organizmalarda ve hiicrelerde
gelismeyi sirali olarak durduran ve yeniden baslatan diizenleyici mekanizmalar
arastirmak i¢in essiz bir firsat sunar. Boylece gelecekteki diyapoz arastirmasi, sadece
bocek mevsimselliginin molekiiler temelinin anlagilmasina degil, ayn1 zamanda ziraat
ve biyomedikal bilimlerdeki diger giincel konulara da katkida bulunmak i¢in zengin bir

potansiyel sunmaktadir (Denlinger 2002).

Giliniimiizde zararli boceklerle miicadelede uygulanan biyoteknolojik uygulamalar,
zarar1 olusturan ya da zararl ile miicadeleyi zorlastiran bocek mekanizmasindaki hedef
genin bilgisine sahip olmay1 gerektirmektedir. Boylece hedef genin baskilanmasi ve
susturulmasina olanak saglanabilmekte, hatta bocegin beslendigi bitki iizerinden bir
takim uygulamalarla bdcegin gelisiminin, mekanizmalarinin sekteye ugratilmasit ve
tiremesi engellenebilmesi miimkiin olmaktadir. Bu tez ¢alismasiyla belirlenen genlerin
hangi baski kosullarinda nasil regiile oldugu, ayrica genin hangi dénemden itibaren
transkribe olmaya basladig1 ya da daha fazla ifade edildigi bilgileri sunulmustur. Elde
edilen verilerin zararlinin fizyolojisinin taninmasit ve buna yonelik miicadele
modellerinin gelistirmesinde bir bakis acis1 kazandiracagi ongoriilmiistiir. Ulkemiz
acisindan onemli bir degere sahip olan hububat {iriinlerinde, ciddi kayiplara yol acan s6z
konusu zararli T. granarium’un diyapoz fizyolojisini etkiledigi diisliniilen genler
hakkinda yapilmis olan bu calismanin diger bilimsel ¢alismalara 151k tutacagi

diistiniilmektedir.

69



KAYNAKLAR

Ahmed, K. S. 1996. Studies on the ectoparasitoid, Anisopteromalus calandrae How.
(Hymenoptera: Pteromalidae) as a biocontrol agent against the lesser grain
borer, Rhyzopertha dominica (Fab.) in Saudi Arabia. Journal of Stored
Products Research, 32 (2), 137-140.

Ahmedani, M. S., Shaheen, N., Ahmedani, M. Y., & Aslam, M. 2007. Status of
phosphine resistance in khapra beetle, Trogoderma granarium (Everts) strains
collected from remote villages of Rawalpindi district. Pak. Entomol, 29 (2), 95
102.

Ali, S. S., Asif, M., Sirvastava, S. P., & Shankar, P. 2011. First report on susceptibility
of Khapra beetle (Trogoderma granarium) against Steinernema masoodi (Ali, et
al., 2005) and its in vivo production. Trends in Biosciences, 4 (1), 140-141.

Ameen, A. 2012. Trogoderma granarium Everts, khapra beetle. IN Division. P-PHS
(Ed.) Ottawa, Ontario, Canada., Canada Food Inspection Agency (CFIA).

Andrewartha, H. G. 1952. Diapause in relation to the ecology of insects. Biological
Reviews, 27 (1), 50-107.

Anonymous. 2021. Web Sitesi: https://gd.eppo.int/taxon/TROGGA/distribution Erisim
Tarihi: 16.12.2021.

Arakane, Y., & Muthukrishnan, S. (2010). Insect chitinase and chitinase-like proteins.
Cellular and molecular life sciences, 67 (2), 201-216.

Athanassiou, C. G., Kavallieratos, N. G., & Boukouvala, M. C. 2016. Populationgrowth
of the khapra beetle, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae)
on different commodities. Journal of Stored Products Research, 69, 72-77.

Athanassiou, C. G., Kavallieratos, N. G., Boukouvala, M. C., Mavroforos, M. E., &
Kontodimas, D. C. 2015. Efficacy of alpha-cypermethrin and thiamethoxam
against Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) and Tenebrio
molitor L.(Coleoptera: Tenebrionidae) on concrete. Journal of Stored Products
Research, 62, 101-107.

Athanassiou, C. G., Phillips, T. W., & Wakil, W. 2019. Biology and control of the
khapra beetle, Trogoderma granarium, a major quarantine threat to global food
security. Annual Review of Entomology, 64, 131-148.

Ayoub, N. A,, Garb, J. E., Kuelbs, A., & Hayashi, C. Y. 2013. Ancient properties of

spider silks revealed by the complete gene sequence of the prey-wrapping silk
protein (AcSpl). Molecular Biology and Evolution, 30 (3), 589-601.

70



Bains, S. S., Battu, G. S., & Atwal, A. S. 1974. Population dynaics of Trogoderma
granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) in rural wheat stores in the Punjab.
Indian Journal of Ecology.

Banks, H. J. 1977. Distribution and establishment of Trogoderma granarium Everts
(Coleoptera: Dermestidae): climatic and other influences. Journal of Stored
Products Research, 13 (4), 183-202.

Bao, B., & Xu, W. H. 2011. Identification of gene expression changes associated with
the initiation of diapause in the brain of the cotton bollworm, Helicoverpa
armigera. BMC Genomics, 12 (1), 1-14.

Beck, L. C.1980. Insect Photoperiodism. 2nd ed.. New York, USA: Academic Press,
387.

Beck, S. D. 1962. Photoperiodic induction of diapause in an insect. The Biological
Bulletin, 122 (1), 1-12.

Beck, S. D. 1962. Photoperiodic induction of diapause in an insect. The Biological
Bulletin, 122 (1), 1-12.

Bell, C. H. 1994. A review of diapause in stored-product insects. Journal of Stored
Products Research, 30 (2), 99-120.

Bell, C. H., Hole, B. D., & Wilson, S. M. 1985. Fumigant doses for the control of
Trogoderma granarium 1. EPPO Bulletin, 15 (1), 9-14.

Bogs, D. 1976. Effectiveness of methyl bromide against storage pests at low
temperatures. Nachrichtenblatt fiir den Pflanzenschutz in der DDR, 30, 221
222.

Bond, E. J., & Monro, H. A. U. 1984. Manual of fumigation for insect control (\Vol.
54). Rome: FAO.

Borah, B., & Chahal, B. S. 1979. Development of resistance in [Khapra beetle]
Trogoderma granarium Everts to phosphine [insecticide] in the Punjab. FAO
Plant Protection Bulletin.

Burges HD,1962. Studies on the dermestid beetle Trogoderma granarium Everts.
V. Reactions of diapause larvae to temperature. Bull. Entomol. Res. 53: 193-213

Burges HD. 1957. Studies on the dermestid beetle Trogoderma granarium Everts. I.
Identification and duration of the developmental stages. Entomol. Mon. Mag.
93:105-10

Burges, D. H. 1962. Diapause, pest status and control of the khapra Dbeetle,
Trogoderma granarium Everts. Annals of Applied Biology, 50 (3), 614-617.

71



Burges, H. D. 1963. Studies on the dermestid beetle Trogoderma granarium Everts.
VI.-Factors inducing diapause. Bulletin of Entomological Research, 54 (3),
571-587.

Chavan, J. K. 1985. Postharvest Biotechnology of Cereals. CRC Pressl Llc.

Coast, G. M. 2006. Insect diuretic and antidiuretic hormones. In Handbook of
Biologically Active Peptides (pp. 157-162). Academic Press.

Correal, D. M. W. 2016. Effects of extreme temperatures on the survival of the
quarantine stored-product pest, Trogoderma granarium (khapra beetle) and on
its associated bacteria. University of Lethbridge (Canada).

Celik, E. 2011. Farkli besinlerin Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae)’un
larva ve ergininin yag asidi igerigine etkileri. Yiksek Lisans Tezi, Dicle
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, 88, Diyarbakir

Danks, H. V. 2000. Insect cold hardiness: a Canadian perspective. Cryo letters, 21 (5),
297-308.

Day, C., & White, B. 2016. Khapra beetle, Trogoderma granarium interceptions and
eradications in Australia and around the world (No. 1784-2016-141903).

De Wilde, J., Duintjer, C. S., & Mook, L. 1959. Physiology of diapause in the adult
Colorado beetle (Leptinotarsa decemlineata Say)-1 The photoperiod as a
controlling factor. Journal of Insect Physiology, 3 (2), 75-85.

Dageri, A. 2016. Siine (Eurygaster maura) vitellogenin genlerinin karakterizasyonu ve
ifade diizeylerinin belirlenmesi. Doktora Tezi, Ankara Universitesi, Biyoteknoloji
Enstitiisii, Temel Biyoteknoloji Anabilim Dali, 190, Ankara.

Denlinger DL. 1985. Hormonal control of diapause. In Comprehensive Insect
Physiology, Biochemistry and Pharmacology, ed. GA Kerkut, LI Gilbert, 8: 353
412. Oxford: Pergamon

Denlinger, D. L. 2002. Regulation of diapause. Annual Review of Entomology, 47 (1),
93-122.

Denlinger, D. L. 2008. Why study diapause?. Entomological Research, 38 (1), 1-9.

Denlinger, D. L., & Tanaka, S. 1989. Cycles of juvenile hormone esterase activity
during the juvenile hormone-driven cycles of oxygen consumption in pupal
diapause of flesh flies. Experientia, 45 (5), 474-476

Dodanli, A., & Mutlu, C. 2020. Yerli Baz1 Diyatom Topraklarinin Laboratuvar
Kosullarinda Khapra, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae),

Larvalarina Kars1 Biyolojik Etkinligi. Uluslararast Tarim ve Yaban Hayati
Bilimleri Dergisi, 6 (1), 44-54.

72



Emerson, K. J.,, Bradshaw, W. E., & Holzapfel, C. M. 2009. Complications of
complexity: integrating environmental, genetic and hormonal control of insect
diapause. Trends in Genetics, 25 (5), 217-225.

Emerson, K. J.,, Bradshaw, W. E., & Holzapfel, C. M. 2009. Complications of
complexity: integrating environmental, genetic and hormonal control of insect
diapause. Trends in Genetics, 25 (5), 217-225.

Ferris, G. F. 1919. A remarkable case of longevity in insects (Hem., Hom.). Entomol.
News, 30, 27.

Fields, P. G., & White, N. D. 2002. Alternatives to methyl bromide treatments for
stored-product and quarantine insects. Annual Review of Entomology, 47 (1),
331-359.

Fliszkiewicz, M., & Wilkaniec, Z. 2007. Fatty acids and amino acids in the fat body of
bumblebee Bombus terrestris (L.) in diapausing and non-diapausing queens. J.
Apic. Sci, 51, 55-63.

Fukamizo, T., & Kramer, K. J. 1985. Mechanism of chitin oligosaccharide hydrolysis
by the binary enzyme chitinase system in insect moulting fluid. Insect
Biochemistry, 15 (1), 1-7.

Gehrken, U., & Doumbia, Y. O. 1996. Diapause and quiescence in eggs of a tropical
grasshopper Oedaleus senegalensis (Krauss). Journal of Insect Physiology,
42 (5), 483-491.

Ghimire, M. N., Myers, S. W., Arthur, F. H., & Phillips, T. W. 2017. Susceptibility of
Trogoderma granarium Everts and Trogoderma inclusum LeConte (Coleoptera:
Dermestidae) to residual contact insecticides. Journal of Stored Products
Research, 72, 75-82.

Gill, H. K., Goyal, G., & Chahil, G. 2017. Insect diapause: a review. J. Agric. Sci.
Technol, 7, 454-473.

Godlewski, J., Ktudkiewicz, B., Grzelak, K., & Cymborowski, B. 2001. Expression of
larval hemolymph proteins (Lhp) genes and protein synthesis in the fat body of
greater wax moth (Galleria mellonella) larvae during diapause. Journal of Insect
Physiology, 47 (7), 759-766.

Gilinel, T. 2007. Gen anlattimmin kantitatif analizi “Real-Time PCR”. Tirkiye
Klinikleri Journal of Medical Sciences, 27, 763-767.

Hadaway, A. B. 1956. The biology of the dermestid beetles, Trogoderma granarium

Everts and Trogoderma versicolor (Creutz.). Bulletin of Entomological
Research, 46 (4), 781-796.

73



Hagstrum, D. W., Phillips, T. W., & Cuperus, G. 2012. Stored product protection.
Kansas State University, Manhattan, KS. KSRE Publ

Hahn, D. A., & Denlinger, D. L.2007. Meeting the energetic demands of insect
diapause: nutrient storage and utilization. Journal of Insect Physiology, 53 (8),
760-773.

Hoenisch, R. W. 2014. Western Plant Diagnostic Network. First Detector News. A
Quarterly Pest Update for WPDN First Detectors, 7 (1), 10.

Howe, R. W. 1957. How much can the khapra beetle apread in the USA?. Journal of
Economic Entomology, 50, 374-375.

Howe, R. W. 1958. A theoretical evaluation of the potential range and importance of
Trogoderma granarium Everts in North America (Col. Dermestidae). In
Proceedings of the Tenth International Congress of Entomology (Vol. 4, pp. 23-
28).

Ikan, R., Stani¢, V., Cohen, E., Shulov, A. 1970. The function of fatty acids in the
diapause of the khapra beetle Trogoderma granarium Everts. Comp. Biochem.
Physiol., 37 (29): 205-216.

Jood, S., & Kapoor, A. C. 1993. Protein and uric acid contents of cereal grains as
affected by insect infestation. Food Chemistry, 46 (2), 143-146.

Jood, S., Kapoor, A. C., & Singh, R. 1996. Chemical composition of cereal grains as
affected by storage and insect infestation. Tropical Agriculture, 73 (2).

Karlsson, M., & Stenlid, J. 2009. Evolution of family 18 glycoside hydrolases:
diversity, domain structures and phylogenetic relationships. Journal of
Molecular Microbiology and Biotechnology, 16 (3-4), 208-223.

Karnavar, G. K. 1972. Mating behaviour and fecundity in Trogoderma granarium
(Coleoptera: Dermestidae). Journal of Stored Products Research, 8 (1), 65-69.

Kavallieratos, N. G., Athanassiou, C. G., Barda, M. S., & Boukouvala, M. C. 2016.
Efficacy of five insecticides for the control of Trogoderma granarium Everts
(Coleoptera: Dermestidae) larvae on concrete. Journal of Stored Products
Research, 66, 18-24.

Kavallieratos, N. G., Athanassiou, C. G., Diamantis, G. C., Gioukari, H. G., &
Boukouvala, M. C. 2017. Evaluation of six insecticides against adults and
larvae of Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) on wheat,
barley, maize and rough rice. Journal of Stored Products Research, 71, 81-92.

Khashaved, A., Safaralizadeh, M. H., & Ghosta, Y. 2011. Pathogenicity of Iranian
isolates of Metarhizium anisopliae (Metschinkoff)(Ascomycota: Hypocreales)

74



against Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae). Biharean
Biologist, 5(1), 51-55.

Kim, M., Robich, R. M., Rinehart, J. P., & Denlinger, D. L. 2006. Upregulation of two
actin genes and redistribution of actin during diapause and cold stress in the
northern house mosquito, Culex pipiens. Journal of Insect Physiology, 52 (11
12), 1226-1233.

Kumar, M. K., Srivastava, C., & Garg, A. K. 2010. In vitro selection of deltamethrin
resistant strain of Trogoderma granarium and its susceptibility to insecticides.
Annals of Plant Protection Sciences, 18 (1), 26-30.

Langeberg, L. K., & Scott, J. D. (2005). A-kinase-anchoring proteins. Journal of Cell
Science, 118 (15), 3217-3220.

Lindgren, D. L., & Vincent, L. E. 1970. Effect of atmospheric gases alone or in
combination on the mortality of granary and rice weevils. Journal of Economic
Entomology, 63 (6), 1926-1929.

Lindgren, D. L., Vincent, L. E., & Strong, R. G. 1958. Studies on hydrogen phosphide
as a fumigant. Journal of Economic Entomology, 51 (6), 900-903.

Livak, K. J., & Schmittgen, T. D. 2001. Analysis of relative gene expression data
using real-time quantitative PCR and the 2— AACT method. Methods, 25 (4),
402-408.

Logan, J. M. J. 2009. An Overview of PCR Platforms In: Logan J, Edwards K,
Saunders N, editors.

Lowe, S., Browne, M., Boudjelas, S., & De Poorter, M. 2000. 100 of the world’s worst
invasive alien species: a selection from the global invasive species database
(Vol. 12). Auckland: Invasive Species Specialist Group.

Mahmood, T., Ahmad, M. S., & Ahmad, H. 1996. Dispersion of stored grain insect
pests in a wheat- filled silo. International Journal of Pest Management, 42 (4),
321-324.

Masaki, S. 1980. Annual Review of Entomology. Summer diapause, 25, 1-25.

Motriuk-Smith, D., Smith, A., Hayashi, C. Y., & Lewis, R. V. 2005. Analysis of the
conserved N-terminal domains in major ampullate spider silk proteins.
Biomacromolecules, 6 (6), 3152-3159.

Mutlu, C., OGRETEN, A., Cahit, K. A. Y. A., & Mamay, M. (2019). Fluence of
different grain storage types on Khapra beetle, Trogoderma granarium Everts,
1898 (Coleoptera: Dermestidae), infestation in southeastern Anatolia (Turkey)
and its resistance to malathion and deltamethrin. Turkish Journal of Entomology,
43 (2), 131-142.

75



Myers, S. W., & Hagstrum, D. W. 2012. Quarantine. In Stored product protection (pp.
297-304). Kansas State University Manhattan, KS.

Nair, K. S. S., & Desai, A. K. 1973. The termination of diapause in Trogoderma
granarium Everts (Coleoptera, Dermestidae). Journal of Stored Products
Research, 8 (4), 275-290.

Nair, K.S.S., Desai, A.K. 1972. Some new findings on factors inducing diapause in
Trogoderma granarium Everts (Coleoptera, Dermestidae). J. Stored Prod. Res.,
8: 27-54.

Nakamura, A. M., Chahad-Ehlers, S., Lima, A. L. A., Taniguti, C. H., Sobrinho Jr,
I., Torres, F. R., & de Brito, R. A. 2016. Reference genes for accessing
differential expression among developmental stages and analysis of
differential expression of OBP genes in Anastrepha obliqua. Scientific
Reports, 6(1), 1-10.

Navarro, S., Finkelman, S., Sabio, G., Isikber, A., Dias, R., Rindner, M., & Azrieli, A.
2002. Quarantine treatment of storage insect pests under vacuum or CO; in
transportable systems. In Proceedings of International Conference on
Alternatives to Methyl Bromide (p. 375).

Norris, M. J., & Richards, M. O. 1965. The influence of constant and changing
photoperiods on imaginal diapause in the red locust (Nomadacris septemfasciata
Serv.). Journal of Insect Physiology, 11 (8), 1105-1119.

Odeyemi OO, Hassan AT. 1993. Influence of temperature, humidity and photoperiod
on oviposition and larval development in Trogoderma. Appl. Entomol. Zool.
28 (3):275-81

Okuda, T. 1990. Significance of water contact as a factor terminating larval
diapause in a stem borer, Busseola fusca. Entomologia Experimentalis et
Applicata, 57 (2), 151-155.

Paini, D. R., & Yemshanov, D. 2012. Modelling the arrival of invasive organisms via
the international marine shipping network: a Khapra beetle study.

Palli, S. R., Kothapalli, R., Feng, Q., Ladd, T., Perera, S. C., Zheng, S. C., ... &
Retnakaran, A. 2001. Molecular analysis of overwintering diapause. In Insect
timing: circadian rhythmicity to seasonality (pp. 133-144). Elsevier Science BV.

Peschel, N., Chen, K. F., Szabo, G., & Stanewsky, R. 2009. Light-dependent
interactions between the Drosophila circadian clock factors cryptochrome,
jetlag, and timeless. Current Biology, 19 (3), 241-247.

Pingale, S. V., Rao, M. N., & Swaminathan, M. 1954. Effect of insect infestation on

stored grain. l.—studies on soft wheat. Journal of the Science of Food and
Agriculture, 5 (1), 51-54.

76



Rahman, K. A. 1942. Insect pests of stored grains in the Punjab and their control.
Indian Journal of Agricultural Sciences, 12 (4), 564-587.

Rahman, M. M., Islam, W., & Ahmed, K. N. 2009. Functional response of the
predator Xylocoris flavipes to three stored product insect pests. International
Journal of Agriculture and Biology, 11 (3), 316-320.

Rajput, S. A., Khanzad, M. S., Abro, G. H., Khanzada, S. R., Syed, T. S., & Su, W.
2015. Comparative population growth and losses cause by beetle Trogoderama
granarium (Everts) to selected past and present wheat genotypes. Int. J. Agron.
Agric. Res, 6, 66-77.

Rao, N. S., Sharma, K., Samyal, A., & Tomar, S. M. S. 2004. Wheat grain variability
to infestation by Khapra beetle, Trogoderma granarium Everts. Annals of Plant
Protection Sciences, 12 (2), 283-287.

Rinehart, J. P., & Denlinger, D. L. 2000. Heat- shock protein 90 is down- regulated
during pupal diapause in the flesh fly, Sarcophaga crassipalpis, but remains
responsive to thermal stress. Insect Molecular Biology, 9 (6), 641-645.

Rinehart, J. P., Cikra-Ireland, R. A., Flannagan, R. D., & Denlinger, D. L. 2001.
Expression of ecdysone receptor is unaffected by pupal diapause in the flesh fly,
Sarcophaga crassipalpis, while its dimerization partner, USP, is
downregulated. Journal of Insect Physiology, 47 (8), 915-921.

Rinehart, J. P., Li, A., Yocum, G. D., Robich, R. M., Hayward, S. A., & Denlinger, D.
L. 2007. Up-regulation of heat shock proteins is essential for cold survival
during insect diapause. Proceedings of the National Academy of Sciences,
104 (27), 11130-11137.

Roach, S. H., & Adkisson, P. L. 1970. Role of photoperiod and temperature in the
induction of pupal diapause in the bollworm, Heliothis zea. Journal of Insect
Physiology, 16 (8), 1591-1597

Robich, R. M., Rinehart, J. P., Kitchen, L. J.,, & Denlinger, D. L. 2007.
Diapausespecific gene expression in the northern house mosquito, Culex pipiens
L. identified by suppressive subtractive hybridization. Journal of Insect
Physiology, 53 (3), 235-245.

Saglam, O., Edde, P. A., & Phillips, T. W. 2015. Resistance of Lasioderma serricorne
(Coleoptera: Anobiidae) to fumigation with phosphine. Journal of Economic
Entomology, 108 (5), 2489-2495.

Salminen, T. S., Vesala, L., Laiho, A., Merisalo, M., Hoikkala, A., & Kankare, M.
2015. Seasonal gene expression Kkinetics between diapause phases in
Drosophila virilis group species and overwintering differences between
diapausing and non-diapausing females. Scientific Reports, 5 (1), 1-13.

77



Saunders, D. S. 1976. Insect Clocks. Oxford: Pergamon. 280

Saunders, D. S. 2001. The blow fly Calliphora vicina: a “clock-work™ insect. In Insect
timing: circadian rhythmicity to seasonality (pp. 1-14). Elsevier Science BV.

Saunders, D. S. 2002. Insect clocks. Elsevier. 576

Saunders, D. S., Lewis, R. D., & Warman, G. R. 2004. Photoperiodic induction of
diapause: opening the black box. Physiological Entomology, 29 (1), 1-15.

Schmittgen, T. D., & Livak, K. J. 2008. Analyzing real-time PCR data by the
comparative CT method. Nature Protocols, 3 (6), 1101-1108.

Schotland, P., & Sehgal, A. 2001. Molecular control of Drosophila circadian rhythms.
In Insect Timing: Circadian Rhythmicity to Seasonality (pp. 15-30). Elsevier
Science BV.

Sinclair, B. J., Ferguson, L. V., Salehipour-Shirazi, G., & MacMillan, H. A. 2013.
Cross tolerance and cross-talk in the cold: relating low temperatures to
desiccation and immune stress in insects. Integrative and Comparative
Biology, 53 (4), 545-556.

Sinha RN, Utida S. 1967. Climatic areas potentially vulnerable to stored product insects
in Japan. Appl. Entomol. Zool. 2: 124-32.

Spratt, E., Dignan, G., & Banks, H. J. 1985. The effects of high concentrations of
carbon dioxide in air on Trogoderma granarium Everts (Coleoptera:
Dermestidae). Journal of Stored Products Research, 21 (1), 41-46.

Stibick, J. 2007. New pest response guidelines: khapra beetle. USDA-APHIS-PPQ
emergency and domestic programs.

Tasken, K., & Aandahl, E. M. (2004). Localized effects of CAMP mediated by distinct
routes of protein kinase A. Physiological Reviews, 84 (1), 137-167.

Tauber, M. J.,, & Tauber, C. A. 1976. Insect seasonality: diapause maintenance,
termination, and postdiapause development. Annual Review of Entomology,
21 (1), 81-107

Tauber, M. J., Tauber, C. A., & Masaki, S. 1984. Adaptations to hazardous seasonal
conditions: ~ dormancy,  migration, and  polyphenism.  Ecological
entomology/edited by Carl B. Huffaker, Robert L. Rabb; sponsored by the
International Center for Integrated and Biological Control, the University of
California and North Carolina State University, Raleigh.

Tauber, M. J., Tauber, C. A., & Masaki, S. 1986. Seasonal adaptations of insects.

Oxford University Press on Demand. termination, and postdiapause
development. Annual Review of Entomology, 21 (1), 81-107.

78



Toprak, U., Baldwin, D., Erlandson, M., Gillott, C., Hou, X., Coutu, C., & Hegedus, D.
D. 2008. A chitin deacetylase and putative insect intestinal lipases are
components of the Mamestra configurata (Lepidoptera: Noctuidae) peritrophic
matrix. Insect Molecular Biology, 17 (5), 573-585.

Tunaz, H. 2004. Boceklerde soguklamanin neden oldugu normalden fazla deri
degistirme mekanizmasi. KTU Fen ve Miihendislik Dergisi, 7 (1), 86-91.

Vaaje-Kolstad, G., Horn, S. J., van Aalten, D. M., Synstad, B., & Eijsink, V. G. 2005.
The Non-catalytic Chitin-binding Protein CBP21 from Serratia marcescens Is
Essential for Chitin Degradation. Journal of Biological Chemistry, 280 (31),
28492-28497.

Wallace, M. M. H. 1970. Diapause in the aestivating egg of Halotydeus destructor
(Acari: Eupodidae). Australian Journal of Zoology, 18 (3), 295-313.

Wang, X. W., Luan, J. B, Li, J. M., Bao, Y. Y., Zhang, C. X,, & Liu, S. S. 2010. De
novo characterization of a whitefly transcriptome and analysis of its gene
expression  during development. BMC Genomics, 11 (1), 1-11.

Wang, J., Fan, H.,, Wang, P., & Liu, Y. H. 2019. Expression analysis reveals the
association of several genes with pupal diapause in Bactrocera minax
(Diptera: Tephritidae). Insects, 10 (6), 169.

Wardhaugh, K. G. 1986. Diapause strategies in the Australian plague locust
(Chortoicetes terminifera Walker). In the evolution of insect life cycles (pp. 89
104). Springer, New York, NY.

Wilches Correal, D. M. 2016. Effects of extreme temperatures on the survival of the
quarantine stored-product pest, Trogoderma granarium (khapra beetle) and on
its associated bacteria (Doctoral dissertation, Lethbridge, Alta: University of
Lethbridge, Dept. of Biological Sciences).

Wilches, D. M., Laird, R. A., Floate, K. D., & Fields, P. G. 2016. A review of
diapause and tolerance to extreme temperatures in dermestids (Coleoptera).
Journal of Stored Products Research, 68, 50-62.

Wilches, D. M., Laird, R. A., Floate, K. D., & Fields, P. G. 2017. Effects of
acclimation and diapause on the cold tolerance of Trogoderma granarium.
Entomologia Experimentalis et Applicata, 165 (2-3), 169-178.

Xu, M., & Lewis, R. V. (1990). Structure of a protein superfiber: spider dragline silk.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 87 (18), 7120-7124.

Zhu, Q., Arakane, Y., Banerjee, D., Beeman, R. W., Kramer, K. J., & Muthukrishnan,
S. 2008. Domain organization and phylogenetic analysis of the chitinase-like
family of proteins in three species of insects. Insect Biochemistry and Molecular
Biology, 38 (4), 452-466.

79



EKLER

EK 1 T. granarium’da Tubilin Geninin RT-qPCR Sonuglari

EK 2 T. granarium’da Endochitinase A-like ve Peritrophic Matrix Protein 14 Precursor
Genlerinin RT- gPCR Sonuglari

EK 3 T. granarium’da A-kinase Anchor Protein 14-like Geninin RT-qPCR Sonuglari
EK 4 T. granarium’da Spidroin Geninin RT- qPCR Sonuglari

EK 5 T. granarium’da Antidiuretic Hormone Geninin RT-qPCR Sonuglari

EK 6 T. granarium normalize edilmis gen ifadesi seviyeleri

EK 7 T. granarium gen ifadesi seviyelerinin istatistiksel olarak standart sapma degerleri

EK 8 T. granarium gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak sonuglari
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EK 1 T. granarium’da Tubilin Geninin g-PCR Sonugclari

Amplification Curves

— Al AB1 — A2 AB2 — A3 AB3 — A4 FB1 — AS FB2 AB FB3 — A7 PB1
— A10: SB1 — A11:8B2 — A12:8B3 —B1: K1 —B2K2 —B3K3 —B41D1
—B7.ED1 - B8:ED2 —B9ED3 —B10:EE1 —B11:EE2 —B12EE3 —C1:2D1
—C4:3D1 —C5:3D2 C6: 303 H12: NK

AB PB2 — A9:PB3

— B5: 1D2 B6: 103
—C2202 —C3:203

45179
41179
37.179]

g 017

2 2179

2 x5179]

[ ]

§ 21179

g 17179
13.179]

'S

3179,

5179
1.179

o

Melting Curves

10 15 20 25 30 35 40

— A1 AB1 — A2 AB2 — A3 AB3 — A4 FB1 — A5 FB2 AB FB3 — A7:PB1
— A10:SB1 — A11:SB2 — A12SB3 —B1: K1 —B2K2 —B3K3 —B41D1
—B7. ED1 B8:ED2 —BSED3 —B10:EE1 —B11:EE2 —B12EE3 —C1:2D1
—C4:301 —C5:3D2 C6: 303 H12: NK

AB PB2 — A9 PB3
—B5:1D2 B6: 103
—C2202 —C3:203

81




—A1:AB1 —A2AB2 —A3AB3 —A4FB1 —A5FB2  ABFB3 —A7.PBI — ASPB2 — AQ PB3
~ A0:SBI —A11:SB2 — A12SB3 —B1:KI —B2K2 —B3K3 —B4&1D1 —B51D2 — B6 103
—B7.ED1 B ED2 —BYED3 —BIOGEE! —B11:EE2 —BI2EE3 —C1:2D1 —C2202 —C3 203
—C4:301 —C53D2  C6:3D3  — HI2NK

64 6 6 70 72 74 7 78 80 82 84 8 88 90 W@

Temperature (*C)

82




EK 2 T. granarium’da Endochitinase A-like ve Peritrophic Matrix Protein 14
Precursor Genlerinin g-PCR Sonuglari

Melting Curves
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EK 3 T. granarium’da A-kinase Anchor Protein 14-like Geninin g-PCR Sonuclari

Melting Curves
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EK 4 T. granarium’da Spidroin Geninin g-PCR Sonuclari

Melting Curves
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EK 5 T. granarium’da Antidiuretic Hormone Geninin g-PCR Sonuglari

Melting Curves
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— G3: 2D3

ES: PB2
F6: ED3
— G4: 301

—ES: PB3
et o | 2
— G5: 302

— E10: SB1
F8:1D2
G6: 303

14,081
13.081
12.081

& 11.081

@ 10.0814

9,081

8.081

7.081

6.081

5.081

4,081

3.0814

2.0814

1.0814

-(d/dT) Fluorescence (46

0.0814

7% 78 80
Temperature (*C)

72 74
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EK 6 T. granarium normalize edilmis gen ifadesi seviyeleri

Aclik Baskisi

Feces Baskisi
Populasyon Baskisi
Soguk Baskisi
Kontrol

Larva 1. donem
Larva 2. donem
Larva 3. donem
Ergin Disi

Ergin Erkek

EC

EC

1,16
0,94
1,53
1,52
1,18

20,55
0,65
0,36
1,26
0,03

SP

SP

0,58
0,49
0,54
1,06
1,01

201,26
65,75
35,41

1,52
0,11

PM

PM

87

3,61
6,3
1,35
18,82
1,06

23,22
0,62
1,6
1,71
0,05

AP

AP

3,41
10,33
0,28
29,55
1,06

79,47
0,02

0,49
0,01

ADH
3,17
7,85
30,79
57,58
1,19

ADH
79,6
56,2
7,5
976,2
14,5



EK 7 T. granarium gen ifadesi seviyelerinin istatistiksel olarak standart sapma

degerleri

EC
Aglik Baskisi
Feces Baskisl
Populasyon Baskisi
Soguk Baskisi
Kontrol
EC
Larva 1. donem
Larva 2. donem
Larva 3. dénem
Ergin Disi
Ergin Erkek

0,33
0,43
111
0,44
0,82

0,9
0,03
0,06
0,52

0

88

SP

SP

PM AP ADH
058 201 201 1,53
049 244 1252 392
054 0,99 02 27,67
106 947 307 2849
012 047 046 088
PM AP ADH
5381 1011 13,78 18,8
4023 0,35 0 474
251 079 001 4,6
084 084 025 5032
0,02 0,02 0 2,2



EK 8 T. granarium gen ifade seviyelerinin istatistiksel olarak sonuclar:

GENLER F P DEGERI
EC-KOSUL 0,41 0,800
SP-KOSUL 1,75 0,215
PM-KOSUL 8,03 0,004
AP-KOSUL 13,33 0,001
ADH-KOSUL 5,44 0,014
EC-DONEM 1115,93 0,000
SP-DONEM 22,89 0,000
PM-DONEM 14,38 0,000
AP-DONEM 99,42 0,000
ADH-DONEM 10,34 0,001
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