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Kapra bocegi, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae), diinya ¢capinda karantina
tiirleri arasinda bulunan depolanmig tahil ve tahil iiriinlerinin 6nemli bir zararlisidir. Bu bdcek beslendigi
tahil ve tahil {irlinleri tercihinin genis olmasi nedeniyle, ideal kosullarda hizlica ¢ogalabilmektedir. T.
granarium popiilasyonlarinin baskilanmasi, genelikle ¢esitli kimyasallara dayanan kontrol yontemleri ile
gerceklestirilmektedir. Ancak, bu zararli insektisitlere karsi direng gelistirebilmektedir. Kapra bdcegi
larvalari gesitli stress kosullarina cevaben ¢ok uzun siireli diyapoza girebildiklerinden, larva yayilimlarinin
kontrolii oldukg¢a giigtiir. Bu tiiriin diinya ¢apinda bilinen ekonomik 6nemine ragmen, T. granarium’la
iligkili kayitlt gen ifade ¢alismasi sayisi sinirlidir. Bu ¢aligmada, daha 6nceden olusturulan kapra bocegi
cDNA kuitliphanesinde, ii¢ adet Is1 Sok Proteini (Heat Shock Protein= HSP) (TgHSP60, TgHSP68 ve
TgHSP83) genleri tespit edilmistir. TJHSPlerin gen ifade diizeyleri T. granarium’un soguk ile indiiklenmis
larval diyapoz fazlarinda ve gelisimsel larval dénemlerinde incelenmistir. TgHSP60, TgHSP68 ve
TgHSP83'un ifade seviyelerinin pre-diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarinda yukari yonde
diizenlendigi bulunmustur. TgHSP'lerin transkript seviyelerinin, kapra bdceginin gelisimsel donemleri,
ergin erkek ve disilerinde ¢ok diisiik miktarda oldugu tespit edilmistir. Ancak, TJHSP83'iin ergin disideki
ifade diizeyi, ergin erkek ve diger gelisim donemlerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgulara
gore, TgHSP'ler, T. granarium'un soguk stresi ile indiiklenen diyapozunda hayatta kalmasi i¢in kritik bir
Oneme sahip olabilir. T. granarium’un diyapoz fizyolojisinin gen mekanizmasinin anlasilmasi, bu zararli
ile miicadelede potansiyel araclarin gelistirilmesine katki saglayabilir.

Anahtar Kelimeler: Kapra bdcegi, 1s1 sok proteini, diyapoz, stress uygulamasi, gen
ifadesi
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The khapra beetle, Trogoderma granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae), is a voracious pest
of stored grains and cereal products, and considered among the quarantine pests worldwide. Due to its wide
range of grain and cereal products preferences, it can reproduce rapidly under ideal circumstances.
Suppresion of the T. granarium populations has been mostly carried out using various chemical-based
control methods. However, this pest might develope resistance against insecticides. Because the larvae of
khapra beetle enter very long diapause periods in response to different stress conditions, controlling their
infestation is very difficult. Despite the economic significance of this species worldwide, there is limited
numbers of registered gene expression data regarding T. granarium. In this study, three Heat Shock Proteins
(HSPs) (TgHSP60, TgHSP68, and TgHSP83) genes from the constructed cDNA library of the khapra beetle
were identified. Expression levels of HSPs were examined during larval diapause phases induced by cold,
and in developmental stages. Expression levels of TgHSP60, TgHSP68, and TgHSP83 were found to be
upregulated during pre-diapause, diapause and post-diapause phases. Transcript levels of TgHSPs were
found to be very low in developmental stages, male, and female adults of khapra beetle. However,
expression level of TgHSP83 in female adult was detected to be higher compared to male adult and other
developmental stages. According to these findings, TgHSPs might be critical for cold-induced diapause
survival of T. granarium. Understanding the gene mechanism underlying the diapause physiology of T.
granarium might provide further insight for pest management of this insect pest.

Keywords: Khapra beetle, heat shock protein, diapause, stress treatment, gene
expression
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasi ile niifusun ihtiya¢ duydugu besin kaynaklarinin
karsilanmasi sorunu, giiniimiizde 6nde gelen problemlerden biri haline gelmistir. Nifus
artis hiziyla beraber, tarim alanlarinin da bu dogrultuda azalmaya basladig1 bilinmektedir
(Colak ve ark., 2018; Ferizli ve Emekgi, 2013). Tahillarin ilk ¢aglardan beri ekonomik ve
stratejik degeri yiiksek olup, glinimizde de insanlarin ve hayvanlarin en 6nemli besin
maddesi olarak Uretimi ve tlketimi devam etmektedir (Dortok ve Aksoy 2018).
Ulkemizde, ézellikle ekonomik ve besinsel ihtiyaglarin karsilanmasi agisindan, en Snemli

kaynaklardan biridir.

Tiirkiye iklimi ve verimli toprak yapisi itibari ile bugday gibi tahil iirlinlerinin
yetistirilmesine imkan saglayan bir cografyada yer almaktadir. Niifusun beslenme
ihtiyaclart ve aligkanliklar1 neticesinde, tahil iiriinleri bir¢ok gidaya ham madde kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Tahil {iriinlerinin hasat edildikten sonra fazla miktarda olmalari,
hasadi takiben hemen tiiketilememeleri nedeniyle ve dogal afetler ve savaglar gibi
olumsuz kosullara tedbiren depo edilerek korunmalarina ihtiyag¢ vardir (Dizlek, 2012). Bu
tiriinler depo edildikleri siire boyunca baz1 zararh tiirler ve ¢esitli etmenler sebebiyle
boceklenme, kiiflenme, ¢iiriime gibi tahil tahribatina maruz kalabilmektedir (Kilic ve

Mutlu, 2020).

Depo edilen trinlerde meydana gelen yillik ortalama %10’luk zararin hayvansal
kokenli oldugu rapor edilmistir (Colak ve ark., 2018; Ferizli ve Emekgi, 2013). Tirkiye
elverisgli iklimsel kosullar1 araciligi ile ¢esitli tiriin verebilen bir tilkedir ve dolayist ile ¢ok
sayida depo zararlis1 organizmaya tahillar yolu ile gelisim firsati sunmaktadir (Colak ve
ark., 2018). Sitophilus spp. (Coleoptera: Curculionidae), Tribolium spp. (Coleoptera:
Tenebrionidae), Rhizopertha dominica F. (Coleoptera: Bostrychidae) ve Trogoderma
granarium Everts (Coleoptera: Dermestidae) gibi tlkemizde gorulen depo zararlisi
boceklerin, depolanmis iiriinlerde agirlik, ¢imlenme, kalite ve besin degerlerinde
kayiplara sebep oldugu bilinmektedir. Bu canlilarin digkilari, pupalarinin kozalari,
yumurtalariin kabuklar1 gibi etmenlerle birlikte, salgiladiklari ¢esitli kimyasallar tahil,
tahil tirtinlerinde ve bu tahillarla beslenen canlilarda zarara sebep olmaktadir. (Keskin ve
Ozkaya, 2013; Ferizli ve Emekgi, 2013).



Kapra bocegi olarak da bilinen Trogoderma granarium’un Hindistan kokenli
oldugu, oradan Asya iilkelerine sonrasinda ise Orta Dogu, Afrika ve Asya kitalarina
urinlerin nakliyesi yoluyla yayildigi bilinmektedir. Bu organizma Amerika ve
Avustralya’da karantina tiirleri arasinda bulunmakla birlikte, Avrupa ve Akdeniz Bitki
Koruma Orgiitii (EPPO) tarafindan A2 karantina listesine dahil edilmis bir depo
zararlisidir. Kapra bocegi 1lik ve kuru ¢evre kosullarinda hem hayvansal, hem de bitkisel
kokenli olan neredeyse 100 ¢esit iirtinde tespit edilmistir (Finkelman ve ark., 2006;
Hosseininaveh ve ark., 2007; Burges, 2008; Kavallieratos ve ark., 2017). Bocegin
beslendigi iirlinlere verdigi zarar Urlnlerin kalitesinde ve pazarlanmalarinda sorunlar
olusturmaktadir. Larva tiiyleri ve degistirdikleri derilerinin solunmasi veya yutulmasi
dermatit, mide ve bagirsak rahatsizliklarina sebep olabilmektedir (Shivananjappa ve ark.
2020).

Kapra bocegi erginleri beslenmeden 14-22 giin yasayabilirken, son larval
donemde olanlari yaklasik olarak 4-5 yil kadar diyapozda kalabilmektedir (Kavallieratos
ve ark., 2017). Bu organizma, diisiik ve yuksek sicaklik dereceleri ile birlikte, bagil nemin
¢ok diisiik oldugu gevresel kosullara bile direng gosterebilme kabiliyetindedir (Banks,
1977).

Kapra bocegi, besin tercihlerinin ¢ok genis olmast, saklanmak icin catlak, yariklar
ve sigiaklardan kolay bir sekilde yararlanmasi sebebi ile iilkeler arasinda kolay bir
sekilde yayilabilmektedir. Bocegin bu denli yayilim gostermesine etki eden en 6nemli
ozelligi, son larval doneminde goérulen, olumsuz gevre sartlarina karsi dayanmasina
olanak tantyan, uzun yillar boyunca sirebilen fakultatif bir diyapoza girebilmesidir
(Athanassiou ve ark., 2016). Son donem larvalar aglik, asir1 sicak ve soguk, insektisit
uygulamasi, popiilasyon baskist ve fekal kalintinin bulunmasi gibi elverissiz kosullara
kars1 gelismis bir toleransi, diyapoza girerek gosterirler. (Shivananjappa ve ark., 2020).
Bu diyapoz fazi, gevresel kosullar bocegin yasami igin elverisli hale gelinceye kadar

devam eder (Mohammadzadeh ve lzadi 2018; Shivananjappa ve ark., 2020).

Bocegin diyapoza girmesi daha uzun yasamasina ve depolanmuis Urlnler Gizerinde
daha basarilt yayilim gosterebilmesine katki saglamaktadir. Son donem larvalari azami
olarak, yaklasik 8 yil boyunca fakiiltatif diyapozda kalabildigi rapor edilmistir (Burges,

1962). Kapra boceginde soguk kaynakli diyapozun indiiklenmesi, diyapoz oncesi fazin



(pre-diyapoz)  baslamast  igin, sicakligin ~ 30°C’nin  altina  diismesi ile
indiklenebilmektedir. Sicaklik degeri yiikseldiginde diyapoz fazi sona ermekte ve
diyapoz sonrasi (post-diyapoz) gelisimi baslamaktadir. Bu siire, larva pupa halini alincaya
kadar devam etmektedir. Zararlinin diyapoz fazinda iken bulundugu yerlerde hareketsiz
kalis1, tespit edilmesini zorlastirmakta; bu da diinya ¢apinda yayilisini kolaylagtirmaktadir

(Athanassiou ve ark., 2019).

Kapra bocegi diyapoz sayesinde, diger depo zararlisi boceklerin yasamlarini
devam ettiremedikleri yiiksek sicaklik ve abiyotik kosullar gibi zorlu sartlarda canli
kalabilmektedir. Bu bocek turinun 6zellikle diyapoz fazinda olumsuz kosullara artan
toleransi, depolanmus tiriinlere zarar veren tlrlere etkili olan insektisit ve pestisitlere karsi

direncini gelistirmistir (Athanassiou ve ark., 2016; Lindgren ve Vincent, 1959).

Tahil iiriinlerinin ve besinlerin depolandiktan sonra korunabilmesi, bu Grlnlerle
alakal1 isletmelerde ve iiriinlerin ihracati agisindan ¢ok biiylik 6neme sahiptir (Ferizli ve
Emekgei, 2013). Diinyada bir¢ok iilkede depo zararlis1 boceklere karsi yasal (karantina
islemleri), fiziksel, mekanik ya da kimyasal yoOntemler gibi ¢ok cesitli miicadele
yontemleri uygulanmaktadir (Colak ve ark., 2018). Bu micadele ydntemlerinden,
uygulama kolayligi ve hizli sonu¢ vermesi sebebi ile en c¢ok kullanilan1 kimyasal
yontemler olmustur (Matthews, 1993; Sathyan ve ark., 2016; Wojciechowska ve ark.,
2016). Kimyasal yontemler, gaz halinde (fumingatlar) ve rezidiiel (kalici etkili) pestisit
kullanimina dayali uygulamalardir (Colak ve ark., 2018). Diinyada bdceklerle
miicadelede en ¢ok kullanilan yontem, fumigasyon teknolojisidir ve en ¢ok uygulanan
fumigantlar arasinda, metil bromit ve Aliiminyum fosfit fumigantlari bulunmaktadir.
Fosfin gazi ise daha ¢ok kullanilmakla birlikte, uygulama asamasinda gaz kaybinin ¢cok
fazla olmas1 sebebiyle ¢ok dikkat edilmesi ve tedbir alinmasi gereken bir kimyasaldir.
Ulkemizde test kabinlerinin tam korunakli ve gegirimsiz olmamasindan 6tirl, fosfin
gazinin atmosfere salinimi olmaktadir (Andric ve ark. 2013; Ferizli ve Emekci, 2010).
Ayrica uygulama siiresinin gerekenden kisa olmasi, bdceklerde ciddi boyutta direng

gelisimine sebep olmaktadir (Zettler ve ark., 2000; Colak ve ark., 2018).

Fosfin gazina kars1 gelisen bocek direnci sebebiyle, bu miicadele yonteminin
uygulanmasinda aksakliklar yasanmakta, ayn1 zamanda depo edilmis iiriinlere uygulanan

kimyasallar, besinleri tiketenlerde akut ve kronik zehirlenmelere sebep olabilmektedir.



Fumigant ve insektisit kullanilmasiyla birlikte meydana gelen sorunlar neticesinde
arastirmacilar diatom topraklari gibi farkli miicadele yontemleri gelistirmeye
baslamislardir (Doganay ve Isikber, 2020). Ortak Tarim Politikas1 (Common Agricultural
Policy) depo zararlis1 bocekler ile miicadele igin bilinen yontemler disinda, hem g¢evre
hem de besin giivenligi amaciyla farkli yontemler kullanilmasini tavsiye etmistir. Bu
baglamda, bitki kokenli sekonder metabolitlerin iiretilerek, depo zararlilarinda direng

gelisiminin engellenebilecegi diisiintilmiistiir (Ntalli ve ark., 2021).

Bir¢ok organizma gibi, bocekler de patojenler, parazitler, yiiksek ya da diisiik
sicaklik, UV radyasyonu, kimyasallar gibi biyotik ve abiyotik streslere maruz kalmaktadir
(Farahani ve ark., 2020). Boceklerde bu olumsuz kosullar altinda Is1 Sok Proteinleri (Heat
Shock Proteins: HSP’ler) genlerinin ifadesi indiiklenir ve HSP’ler sentezlenir (King ve
MacRae, 2015). Yiiksek oranda koruyucu olan bu protein ailesi molekiiler saperonlar
olarak da bilinir ve birgok canli organizmada bulunur. Fakat, ifade diizeylerinde farklilik
gosterdikleri bilinmektedir (Walker ve ark., 2001). HSP’ler molekiiler agirliklarina,
amino asit dizisine ve islevlerine gore siniflandirilmislardir (King ve MacRae, 2015).
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, kicuk HSP’ler olmak {izere 5 farkli smifa
ayrilmaktadir (Wang ve ark., 2019; Lindquist ve Craig, 1988; Feder ve Hofmann, 1999).
Bu aileler arasinda sHSP'ler, 80-100 amino asit ve 12 ila 42 kDa arasinda degisen
molekiiler agirliga sahip, karakteristik korunmus a-kristalin domaini igerirler (Caspers ve
ark., 1995).

HSP’ler organizmalarin olagan biiyliime donemleri siiresince ve strese maruz
kaldiklarinda, protein biitiinliigiine ve hiicre i¢i dengenin diizenlenmesine katkida
bulunmaktadir. Genel olarak boceklerin cogu gelisimsel gecikmenin gézlendigi, strese
kars1 toleransin arttig1 fizyolojik olarak uyusukluk durumu olan diyapoza girerler.
Boceklerde tipki stres kosullarinda oldugu gibi diyapoz ile birlikte de HSP genlerinin
ifade seviyeleri artabilmekte, azalabilmekte ya da stabil kalabilmektedir. Bu da
boceklerin yasamlarina devam edebilmelerine yardimer olmaktadir. HSP’ler ile ilgili gok
fazla ¢alisma yapilmistir ve bunun yani sira boceklerde stres kosullarinda sentezlenen
cesitli HSP’lerin oldugu bildirilmistir (Zhao ve Jones, 2012). Bu tez kapsaminda yeni
nesil sekanslama teknolojisi kullanilarak soguk ile indiiklenmis diyapozdaki T.

granarium larvalarina ait cDNA Kkitlphanesinde tespit edilen (¢ adet HSP’nin



(TgHSP60, TgHSP68 ve TgHSP83)diyapoz fazlarindaki ve gelisimsel donemlerdeki

ifade diizeylerinin analizleri yapilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Trogoderma granarium’un Biyolojisi ve Yasam Dongiisii

Kapra bocegi olarak bilinen Trogoderma granarium Everts, (Coleoptera:
Dermestidae) yaklasik 1,6 ila 3,0 mm uzunlugunda ve 0,9 ila 1,7 mm genisliginde
dikdortgen-oval yapida bir organizmadir. Hindistan yarimadasina 6zgii bir depolanmis
Urin zararlis1 oldugu 1984 yilinda rapor edilmistir (Paini ve Yemshanov, 2012;
Athanassiou ve ark., 2019). Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de ¢ok 6nemli depo
zararlilarindan olan kapra bocegi, Ozellikle Giineydogu Anadolu Bolgesinde tahil
ambarlarinda ciddi derecelere varan zarar meydana getirmektedir (Ergul, 1972; Erakay,
1974; Isikber ve ark., 2005; Mutlu ve ark., 2019). Bu canli uluslararasi ticaretler sebebiyle
cesitli Asya, Avrupa ve Afrika ilkelerine genis bir yayilim gostererek, depolanmig
urtnleri ekonomik anlamda zarara ugratan bir karantina zararlisidir (Wilches ve ark.,

2017).

Renkleri siit beyazindan, yasla birlikte soluk sarimsi renge degisen yumurtalar;
silindirik sekilli, 0,7 x 0,25 mm boyutunda, bir ucu yuvarlak, diger ucu sivri olan omurga

benzeri ¢ikintilara sahiptir.

Sekil 2.1. Kapra boceginin yumurtalari

Yumurtadan c¢ikan larvalar yaklasik 1,6 ila 1,8 mm uzunlugundadir ve bu
uzunlugun biiyiik bir kismi1 son karin bolgesindeki tiiylerden olusan bir kuyruktan

meydana gelmektedir. Govde genislikleri ise 0,25 ile 0,3 mm’dir. Larvalarin bas ve vicut



killar1 kahverengi olmakla birlikte, renkleri genel itibariyle sarims1 bir beyazdir. Boyut
olarak biiyiidiik¢e viicut renkleri altin veya kirmizimsi kahverengiye doner, daha fazla

viicut kil1 olusur ve kuyruk ise yasa orantili olarak kisalir.

Sekil 2.2. Kapra boceginin larvasi

Son dénem larvalar yaklagik 6 mm uzunlugunda ve 1.5 mm genisligindedir. Larva
derisi bag kismindan dorsal olarak yirtilir, fakat dokiilmez. Pupa evresindeki canli, bu deri
icinde yasamina devam eder. Pupanin gogiis kafesi ve karin bolgesinin 6n kismi

larvaninkine kiyasla daha genistir (Hadaway, 1956).

Sekil 2.3. Yumurta, larva, pupa ve ergin

Ergin bocekler killarla kaplhidir; yaklasik 1,6-3,0 mm arasinda bir uzunluga
sahiptir.  Sekil itibariyle dikdortgen-oval ve yaklasik olarak 0,9-1,7 mm

genisligindedirler. Antenleri 11 segmentten olusur, kafa yapilar1 kii¢iik ve genel olarak



biikiilmiistiir. Cinsiyetleri bliyliklilk ve antenlerin sekillerine goére belirlenmektedir.
Disiler erkeklere oranla daha biiyiiktiir ve renkleri daha agiktir (Harris, 2006). Ayrica,
uzun Omiirlii degildirler. Erkek olanlarin 7-12 giin, ciftlesmis disilerin 4-7 gun ve
ciftlesmemis disilerin ise 20-30 giin civarinda yasayabildikleri bilinmektedir (Ahmedani
ve ark., 2007).

Sekil 2.4. Kapra ergini

Kapra gelisimi i¢in uygun sicakliklar 20°C-30°C’dir (Lindgren ve Vincent, 1959).
Ergin déneme kadar gecen surenin 30°C’de 39 ile 45 giin, 21°C’de ise 220 giin oldugu
bildirilmistir (Athanassiou ve ark., 2019). Larva donemi sayisi, 4 ile 8 arasinda olup,
sicaklikla birlikte degiskenlik gostermektedir (Burges, 1962; Burges, 1959).
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Larval dénemde gelisim ya da

diyapoz asamasi Pupa evresi

Erginler ¢iktiktan 5 giin
sonra giftlesirler. Disiler
ortalama 50 ila 90
yumurta birakir.

J

Larvalar, kiiltiir ortaminda
dagilmis yumurtalardan 3 ile 14
giin i¢inde ¢ikar.

Sekil 2.5. Kapra boceginin yasam dongiisii (Graham, 2006)

Sicakligin 25°C’nin altina diismesiyle birlikte son donem larvalar diyapoza
gecebilirler ve diyapoz fazinda iken -8°C’nin altindaki sicakliklarda bile yasamaya devam
edebilirler (Ahmedani ve ark., 2007).

Kapra bocegi disisinin dmrii boyunca 26 ile 66 yumurta biraktigr goriilmiistiir
(Hadaway, 1956; Karnavar, 1972). Bununla birlikte bu tiiriin disileri birden fazla
ciftlesebilirken, uygun laboratuvar kosullari altinda 130°dan fazla yumurta birakabilme

potansiyeline sahiptirler (Karnavar 1972).

2.2. Trogoderma granarium’un Zararlari

Beal (1982) tarafindan, diinyada Trogoderma cinsine ait yaklasik olarak 115 tiiriin
var oldugu ve bunlardan 12 tanesinin depo zararlist oldugu bildirilmistir. Bu tiirler
arasinda en zararli olan1 kapra bocegidir (Ahmedani ve ark., 2007) ve bilinen en zararli

100 istilaci tiir arasinda bulunmaktadir (Mutlu ve ark., 2019).

Bu organizmanin bugday, arpa, piring gibi temel tahil Girinlerinin yan sira yulaf,
cavdar, kuru kan, siit tozu, kuruyemis gibi gok ¢esitli gidalarla da beslendigi bilinmektedir
(Lindgren ve ark., 1955; Lindgren ve Vincent, 1959). Direkt olarak taneye zarar veren,
primer bir zararlidir. Tahillarin tanelerinde gllten kalitesinin diismesine sebep olmakta

ve total karbonhidrat, protein ve nisastanin sindirilmesinde sorun olusturmaktadir

(Lindgren ve Vincent 1959; Jood ve ark., 1992; Jood ve ark., 1993).
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Sekil 2. 6. Bugday tanelerinde beslenen kapra bocegi
(Ministry of Agriculture and Regional Development,
Bugwood.org)

Sekil 2.7. Pring tanelerinde beslenen kapra bocegi

Kapra bocegi bugday gibi tahil dirlinlerinde; agirlik, ¢imlenme, kalite vb.
konularda olumsuz etkileri bulunmaktadir (Isikber ve ark., 2005; Mutlu ve ark., 2019).
Yiiksek sicakliklarda ¢ok kolay bir sekilde popiilasyon artis1 saglayarak, basarili bir
sekilde diger depolanmus tiriin zararlis1 bocek tirleri ile rekabete girerek, onlarin yerine
gecebilmektedir (Athanassiou ve ark., 2016; Gourgouta ve ark., 2021; Kavallieratos ve
ark., 2017).

Beslenmesinden kaynakli verdigi zarar ile iirtinlerde pazarlanabilirlik ve lezzet
konusunda problem olusturmaktadir. Larva tiiylerinin ve gémleklerinin solunmasi veya
yutulmasi, dermatit ve mide-bagirsak sendromlari gibi ¢esitli hastaliklara sebep
olabilmektedir (Shivananjappa ve ark., 2020).
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Kapra bocegi, kuru yiik konteynerlerinin karayolu ile tasimaciliginin artmasi ile
ithal edilen {iriinler lizerinde tasimarak yayilim gdsterme potansiyeli sebebiyle ciddi
Olclide ekonomik 6nem arz etmekte ve kiiresel gida giivenligi i¢in ciddi bir tehdit

olusturmaktadir ( Ahmedani ve ark., 2007).

2.3. Trogoderma granarium ile Micadele

Kapra bocegi tahil depolarini ¢ok hizli bir sekilde istila edebilmektedir. Bu da
ozellikle gida giivenligi agisindan karantina kosullarinin gelistirilmesini  gerekli
kilmaktadir (Eliopoulos, 2013). Bu zararl ile miicadelede en ¢ok kimyasal miicadele
yontemlerinin kullanilmast ile birlikte kimyasal olmayan; mekanik ve fiziksel micadele
yontemleri de kullanilmaktadir. Ancak T. granarium gibi depo zararlisi bocekler bu
yontemlere kars1 direng gostermekte, bu da zararh ile savasimda en biiyiik sorunlarin
basinda gelmektedir. Bu uygulamalarin istenmeyen olumsuz etkilere sebep olmasi
nedeniyle kimyasal yontemler disinda farkli alternatif uygulama yontemleri diisiiniilmeye

baslanmistir (Coskuncu, 2005).

Depolanmis {iriin zararlilariyla miicadelede kullanilan kimyasal ydntem
fumigasyon teknolojisidir. Bu teknoloji hizli ve ekonomik anlamda uygun olmakla
birlikte, miicadelede cok etkili sonuglar verebilmektedir (Banks, 1994). Diinyada ve
tilkemizde siklikla kullanilan fumigantlar; Aliiminyum fosfit ve metil bromiddir. Fakat

metil bromid kullanimi yasaklanmigtir.

Kapra bocegine kars1 miicadelede, canlinin karantinaya tabi oldugu iilkelerde
daha ¢ok metil bromiir fumigasyonu kullanilirken, Ozon Tabakasini Incelten Maddelere
Iliskin Montreal Protokolii (Montreal Protocol on Substances that Deplete the Ozone
Layer) metil bromiir kullaniminda kisitlamalar getirmistir. Bu sebeple, metil bromiir
kullaniminin asamali bir sekilde kaldirilmasi hedeflenmistir (Fields ve White, 2002).
Tirkiye’de ise, 2007’den beri birka¢ uygulama (karantina ve yilikleme ©ncesi

uygulamalar) hari¢ kullanimi kaldirilmistir (Ferizli ve ark., 2003).

Fumigasyondan oOnce tahil zararlist boceklerle micadelede asir1 miktarda

deltamethrin kullanildig1 ve Kapra boceginin bu kimyasala karsi da direng gelistirmis
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oldugu kaydedilmistir (Irshad ve Igbal, 1994; Tarakanov ve ark., 1994; Saxena ve Sinha,
1995; Kumar ve ark., 2010; Hafiz ve ark., 2018). Ayrica bir insektisit olan malathionun
da depolanmus iirlin zararlis1 boceklerle savasta kullanildigi, fakat Tribolium castaneum
(Herbst) ve Sitophilus spp. gibi canlilarda pestisit direncine sebep oldugu kayitlara
gecmistir (Dyte ve Blackman, 1970; Mutlu ve ark., 2019). Bu bilgiler haricinde,
Eddleston ve arkadaslar1 (2009), pestisitlerin insanlar (zerinde o6limcul etkisinin
oldugunu ve 2009 yilina kadar diinya iizerinde neredeyse iki yiiz bin insanin 6liimiine
sebep oldugunu bildirmistir. Sadece insan tizerinde olmamakla birlikte, hayvanlarda ve

gevre lizerinde de zararli etkileri kaydedilmistir (Koul ve digerleri, 2008).

Kimyasal micadele yontemleri disinda en ¢ok kullanilan yontemler arasinda uzun
vadeli bir depolama stratejisi olan hermetik depolama yer almaktadir. Hermetik depolama
ile depolanmig {irlin zararlilarin1 yok etmek ya ¢ok uzun zaman almakta, ya da bu
zararlilar tamami ile yok edilememektedir. Fakat bu miicadele yontemi ile kimyasallara
alternatif olarak, canlilara ve ¢evreye en az seviyede zararla depolanmis iiriin zararlisi
cocekler ile micadele amaglanmaktadir (Donahaye, 2000). Alternatif micadele
yontemleriden birisi de radyasyon teknigidir. Bu teknik ile ilgili ¢esitli arastirmalar ve
calismalar mevcuttur. Yontemde kullanilan isilar zararli tizerinde kisirlik, gelisimi
engellenme gibi etkilere sebep olmakta, ayni zamanda iiriinlerin i¢inde ve diginda bulunan
bocekler iizerinde de oliimciil bir etkisi oldugu bilinmektedir (Karadag ve Kayahan,
2021). Abdel-Kawy ve Mansour da radyasyon uygulamalarinin bu zararlilarla savasmada
etkili olacagin1 savunmustur (Abdel-Kawy, 1999; Mansour, 2016).

Colak ve arkadaslar1 (2018), zararlilarin etkilerini 6nlemek amaciyla; tiil ve tel
gibi fiziksel bariyerlerin kullanilabilecegini 6ne siirmiisler, yiliksek ve diisiik sicakliklar
ile diatom topragi gibi yontemlerin de kimyasal olmayan savasimda yer aldiklarim

bildirmislerdir.

2.4. Diyapoz

Diyapoz canlilarda, diisiik ve yiiksek sicakliklar, kuraklik ve aglik gibi elverissiz
kosullarda gelisimin neredeyse durdugu, genetik olarak da kontrol edilen bir uyum streci
olarak bilinmektedir (Hodek, 1996). Cesitli organizmalar ve bdcekler, mevsimsel

siireglerde yasamsal aktivitelerini diizenlemek amaciyla diyapozdan yaralanmaktadir.
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Ragland ve ark. (2019) gore, diyapoz bdceklerin olumsuz gevre sartlarinda hayatta
kalmasina yardimei1 olabilen, hormonal olarak kontrol edilerek, fizyolojik olarak dinamik,

fakat morfolojik olarak yavas veya durmus bir gelisme siirecidir.

Bocekler diisiik sicakliklarda gelisimsel agidan olumsuz etkilendikleri ve bocek
miktarinda artisin azaldigi bir siirece girebilirler. Bu siireg tiirler arasinda da farklilik
gosteren diyapoz dncesi (pre-diyapoz) faz, diyapoz faz1 ve diyapoz sonrasi (post-diyapoz)
faz1 olusturan diyapoz dénemine girmelerine neden olabilmektedir (Kostal, 2006; Hahn
ve Denlinger, 2007). Pek ¢ok bdcek bulunduklari; yumurta, larva, pupa ya da ergin
donemlerinde diyapoza girebilmektedir (Denlinger, 1986).

Bdcekler diyapoza girdiklerinde ya hi¢c beslenmezler ya da neredeyse yok
denilecek kadar az beslenmektedirler. Oyleki diyapoza girebilme yetenegine sahip
bocekler, pre-diyapoz fazda viicutlarinda, diyapoz déneminde metabolik aktivitelerini
devam ettirebilecekleri kadar besin depo etmektedirler (Hahn ve Denlinger, 2007).
Organizmalar, pre-diyapoz fazda g¢evresel kosullarin degerlendirilmesi, enerji
kaynaklarinin diizenlenmesi (artan beslenme, azalan insiilin sinyali/PI3K ve yag
miktarinin artmasi vb.) gibi metabolik bir strecten ge¢mektedir. Diyapoz strecinde ise
cevresel uyarilara tepki gostermemektedirler. Genel olarak hiicre dongiisiiniin durdugu,
transkripsiyon, hiicre solunumu ve metabolik islevlerin azaldigi bir siire¢ olarak
bilinmektedir (Bradshaw ve ark., 1977). Post-diyapoz fazinda ise g¢evresel kosullarin
normale donmesi ile birlikte, canlinin biiyiime ve gelismesi normal seviyede devam
etmekte, metabolik aktiviteleri artarak normal haline dénmektedir. Diyapoz surecinde
azalan, hiicre solunumu ve metabolik fonksiyonlarda transkripsiyon seviyesi artisi

gerceklesmektedir.

Ergin donemdeki bocekler diyapoz durumunda viicutlarindaki yag dokusunu
besin deposu olarak kullanirlar. Ayn1 zamanda yag dokusu post-diyapoz fazinda iireme
ve ¢ogalma gibi fonksiyonlar igin enerji kaynagidir (Hahn ve Denlinger, 2007). Bocek,
pre-diyapoz fazindaki beslenmesine bagli olarak viicudundaki depoladiklar1 yag
dokusunda bulunan besin rezervlerini arttirabilmektedir (Fliszkiewicz ve Wilkaniec,
2007).

Bugune kadar test edilen tim depolanmus {irlin zararlilar1 donmaya karsi direngli

degildir ve donduklarinda olurler (Wilches ve ark., 2016). Genel olarak, donmaya karsi
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direncli bocekler, asirt soguma noktalarini (SCP, supercooling point) kis boyunca hayatta
kalma oranlarini artirmak igin diistirtirler (Lee, 1991; Fields, 1992). Boceklerin SCP’leri
-4°C ile -22°C araligindaki sicakliklardir; bu degerlerin tistiindeki sicakliklarda yasamsal
fonskiyonlarmi devam ettirebilmeleri, bulunduklar1 sicaklik kosullarinda kaldiklart
zamana baglidir. Daha yiiksek sicakliklarda, daha kisa siire kalmalar1 yasayabilmelerine
olanak tanimaktadir (Evans, 1987; Fields, 1992). Calismalar arasinda soguga en dayanikli
depo zararlis1 boceklerin Sitophilus granarius L. ve T. granarium oldugu kanitlanmistir
(Fields, 1992).

Diyapoz genel olarak ¢evresel fotoperiyot ya da sicaklik gibi uyaricilarla
indiiklenmekte ya da sonlanmaktadir. Fakat, baz1 organizmalarda zorunlu bir diyapoz
stireci gortlmektedir. Kapranin ¢ok diisiik derecedeki sicakliklara bile direncli olmasi,
ekstrem kosullara uyum saglayabilmesine yardimci olan fakiiltatif bir diyapoza
girmesinden kaynaklanmaktadir (Tauber ve ark., 1986). Bu siiregte bocegin son dénem
larvalar1 nadiren beslenmekte ve deri degistirmektedir (Burges, 1962a; Nair ve Desai,
1972). Ayrica gesitli stres kosullarinda kapra boceginin neredeyse 8 yil kadar uzun bir
siire boyunca diyapozda kalmasi, bu depo zararlisi ile miicadeleyi zorlastirmaktadir

(Burges, 1962).

Diyapoz, yasam dongisu ve indiikleyen uyaricilara bagl olarak zorunlu (obligat)
ya da zorunlu olmayan (fakultatif) diyapoz olarak kategorize edilmektedir. Zorunlu
diyapoza giren bdcekler, ¢evre kosullar1 haricinde, yasam evrelerinde daha Once
belirlenmis bir zamana kadar sabitlenmis gelisme donemlerinde kalmaktadir. Bu diyapoz
stireci her nesil i¢in gegerlidir ve genellikle yilda bir nesil olan (univoltine) bocekler
zorunlu diyapoza giren tlrleredahildir. Fakuiltatif diyapozda ise, bocekler gevresel
uyaranlarin etkisiyle hayatta kalabilmeleri adina gegici olarak duraklamis bir gelisim
slirecine girmektedir. Bu diyapoz turi boceklerin ¢ogunda goriilmektedir. Yilda iki nesil
(bivoltine) ve ikinin Ustlinde nesil veren bdceklerde fakiltatif diyapoz gorilmektedir.
Ornegin, bazi tiirlerin yer degistirme siirecinde giineyden kuzey bdlgelere gegisleri
sirasinda, hayatta kalanlarin sayis1 azalma gostermis, bu duruma paralel olarak bu tirlerin
zorunlu diyapoza girmeleri gerekmistir. Kuzeyden daha sicak bolgelere gegis siirecinde
ise, diyapoz istege bagl olarak goriilebilmekte, daha da sicak bolgeler de ise diyapoza

ihtiya¢ duyulmamaktadir (Lees, 1955).
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2.5. Is1 Sok Prtoteinleri (Heat Shock Proteins=HSP’s)

Bocekler, farkli kosullara uyum saglamak icin bagisiklik ve savunma sistemlerini
basartyla kullanma kabiliyetine sahip, muhtesem canlilardir (Rosales ve VVonnie, 2017).
Protein ifadelerinin diizenlenmesi, boceklerin farkli stres sinyallerine karsi kullandiklart

savunma mekanizmalarindan birisidir (Guz ve ark., 2021).

HSP’ler ilk olarak 1962 yilinda Ferruccio Ritossa ve arkadaslarinin Drosophila
melenogaster larvasmna uyguladiklari sicaklik soku sonucunda, sinegin tukdrik
bezlerindeki politen kromozomlarinda anormal bir siskinligi fark etmeleriyle birlikte
kesfedilmistir (Ritossa, 1962; Pockley, 2003). Bu gen firiinlerinin 1974 yilina kadar
tamimlanamamasi sonucunda, Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteinleri = HSP'ler) ismi
verilmigtir (Tissieéres ve ark. 1974; Pockley, 2003). Yapilan aragtirmalar sonucunda
HSP’lerin ¢esitli organizmalarda biiyiik 0l¢lide korundugu bildirilmistir (Schlesinger,
1990). HSP’ler, yiiksek sicakliklara verdikleri yiiksek ifade tepkileri dolayisi ile mevcut
ismini edinmis bir siipergen ailesidir (Ritossa, 1996). Ayrica, saperon olan HSP’ler,
hlcresel duzeyde stres altinda iken, dogru protein katlanmasinin korunmasina yardimci
olmada bu 6zelliklerinden faydalanarak, cogunlukla yiksek derecede ifadelenerek gorev
alirlar (Nollen ve Morimoto, 2002). HSP’ler homolojilerine ve molekiiler agirliklaria
gore kategorize edilmektedir. Genel olarak HSP’ler; HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 ve
kiglik HSP’ler (small Heat Shock Proteinleri= Kiglik HSP'ler) olarak siniflandirtlmistir
(Tutar ve Tutar, 2010). Bu aileler arasinda sHSP'ler, 80-100 amino asit ve 12 ila 42 kDa
arasinda degisen molekiiler agirliga sahip, karakteristik korunmus a-kristalin domaini
icermektedir (Caspers ve ark., 1995). Bu durumda diger biiyiik HSP’ler 60 kDa olan
HSP60 ailesi, 70 kDa HSP70 ailesi ve daha yiiksek molekiiler agirlikta bulunan HSP90
ailesi olarak adlandirilmistir (Shen ve ark., 2015).

HSP'ler boceklerde proteinleri 1s1 (Wang ve ark., 2019), soguk (Joplin vd., 1990),
yiksek popiilasyon yogunlugu (Wang ve ark., 2007), agir metaller (Martinez-Paz ve ark.,
2014) ve UV 1s1masi (Sang ve ark., 2012) gibi abiyotik streslere, virts (Lyupina ve ark.,
2010), bakteri (Iryani ve ark.,2017), mantar (Richards ve ark., 2017) gibi biyotik streslere
maruziyette doniigii olmayan kiimelenme ve yanlig katlanmadan korur (Hartl ve Hayer-
Hartl, 2002; Sgrensen ve ark., 2003). Hatta HSP’ler bocekte diyapoz (Yocum ve ark.,
1998), hicresel stres direncinde (Landry ve ark., 1989); oksidatif stres, apoptoz,
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farklilagsma (Arrigo, 1998) ve yasam siiresi (Morrow ve ark., 2004) gibi 6nemli biyolojik

olaylarda gorev alirlar.

HSP’lerin diyapozda artan strese karsi direng sagladigi ve gelisimsel dongiy
durdurdugu diistiniilmektedir (Denlinger ve ark., 2001; MacRae, 2010; Rinehart ve ark.,
2007). Ayrica protein dongiisii, hiicre dongus, steroid sinyalizasyonu gibi temel hiicresel
asamalarda diizenleyici rol Ustlenmektedir (Beato ve Klug, 2000; Helmbrecht ve ark.,
2000; Pratt, 1997; Taipale ve ark., 2010).

HSP’ler canlilarda 1s1, bakteriyel enfeksiyonlar, ates, inflamasyon gibi hemen
hemen neredeyse tiim hastaliklarda faaliyet gostererek immun yanit olusturabilmekte ve
hastaliklarin tedavi siireglerinde hedef gosterilmektedir (Wu ve Tanguay, 2006;
Weibezahn ve ark., 2005; Jones ve Masison, 2003; Tutar ve Tutar, 2010).

2.5.1. HSP60

HSP60 molekiilii, yaklasik olarak 60 kDa biiyiikliigiinde bir protein ailesidir. Ilk
kesfi elektron mikroskobunda siradisi molekiiler yapisinin  fark edilmesiyle

gerceklesmistir. Spesifik bir ¢ift toroid seklinde 14 alt birime sahip bir oligomerdir.

HSP60, hem prokaryotik hem de Okaryotik tirler arasinda dizi benzerligi
gosteren, yeterince korunmus bir protein smifidir (Gupta, 1995). Bakterilerde,
mitokondilerde ve kloroplastlarda yeterince bulunmaktadir. Organellerin niikleer DNA’s1
tarafindan kodlanip, sitoplazmada sentezlendikten sonra mitokondriye transfer edilir
(Neupert, 1997; Stanley ve Fenton, 2000). Normal kosullar altinda, enerji veren
enzimlerin metabolizmasinda ve diger proteinlerin katlanmasi ve bir araya getirilmesinde
gorev almaktadir. Olumsuz kosullarda HSP60 proteininin sentezi artar ve hasarli
proteinleri dogal formlarina dondiirerek biyolojik aktivitelerini tekrar diizenlerler (Cheng

ve ark., 1989; Ostermann ve ark., 1989; Buchner ve ark., 1991; Martin ve ark., 1991).

2.5.2. HSP68

HSP68 mitokondride lokalizedir ve immuinolojik olarak HSP70 proteinlerinin

prokaryotik tipiyle (DnaK benzeri) baglantili olan, bir proteindir (Nover ve Scharf, 1984;
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Neumann ve ark., 1993). HSP68'in proteinlerin korunmasinda ya da renatiirasyonunda
bir isleve sahip oldugu diisiinilmektedir (Palter ve ark., 1986). Soguk ortam kosullarinda
HSP68 geninin canlilarin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynadigi tespit edilmistir
(Colinet ve ark., 2009). Ayrica HSP68 geninin, zararli oldugu kabul edilen UV-A

radyasyonuna kars1 savunmada rol alabilecegi bildirilmistir (Sang ve ark., 2012).

2.5.3. HSP83

HSP83, saperon HSP90’nin homologu olarak bilinmektedir. D. melanogaster'de
yasam siiresinin uzunlugu ve verimliligin kontroliinde gorev aldigi bilinmektedir. Ayrica
zararli popiislasyolarin sebep oldugu mutasyonlar1 engelleyerek morfolojik gelisime
yardimer oldugu rapor edilmistir (Chen ve Wagner, 2012). Will ve arkadaslar1 (2017)
RNA interferans (RNA1) araciligi ile HSP83 dsRNA'nin, HSP83’iin ifadesini zayiflatarak
Acyrthosiphon pisum'dayasam siiresi, verimlilik ve canli yavru sayisinda azalmaya sebep
oldugunu ifade etmistir. HSP83 geninin HSP70 ve HSP23 gibi genlere kiyasla daha kolay
bir sekilde indiiklenebildigi bilinmektedir (Xiao ve Lis, 1989).

Sesamia nonagrioides’te yapilan genomik analiz sonucunda HSP83 geninden elde
edilmis ¢cDNA’nin yaklasik olarak 2.6 kb boyutta, 82.6 kDa kiitleye sahip oldugu
saptanmigtir. HSP83’iin diyapoza giren ve girmeyen larvalarda yapisal olarak
ifadelendigi ve 1s1 muamelesi sonucunda 15 kat indiiklenebildigi goériilmiistiir. Ayrica
HSP83 geninin diyapozun gelisimsel bir bileseni oldugu bildirilmistir (Gkouvitsas ve
ark., 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu galismada kullanilan ana materyal Trogoderma granarium’dur ve bocekler
Diyarbakir Zirai Miicadele Enstitiisii'nden temin edilmistir. Bocek yetistirilmesi ve
yapilan deneyler Necmettin Erbakan Universitesi Fen Fakiltesi ve Necmettin Erbakan
Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastrma ve Uygulama Merkezi (BITAM)’nde
gergeklestirilmistir.

3.1. Trogoderma granarium’un Yetistirilmesi

Bocek kiiltiir ortamin1 olusturan bugday taneleri, 55°C ayarlanmis etiivde 6 saat
tutularak, olas1 bir kontaminasyona kars1 steril edilmistir. Kiiltiir ortaminin bulundugu ii¢
adet plastik kabin kapaklarina, kabin icerisine hava girisi saglamak amaciyla delikler
acilmis; boceklerin disar1 ¢gitkmamasi igin ise, ince bir tiil yardimiyla agilan deliklerin tistii
kapatilmigtir. Ug ayr1 kaba 500 g bugday ve 50 adet son dénem bocek larvasi konularak,
kaplar 33£1°C sicaklik %65+5 neme ayarli inkiibatorde karanlikta tutulmustur.
Larvalardan ergin ¢ikis1 gozlenmis ve yumurta birakmalar igin erginler 7 giin siireyle
kiilltir ortaminda birakilmistir. Daha sonra erginler uzaklastirilarak kdltiir
olusturulmustur. Gelisimsel donemlere 6zgii gen ifade analizlerini gerceklestirmek igin,
birinci, ikinci, tiglincii, dordiincii ve besinci donem larvalar ile bir haftalik erkek ve disi
erginler RNA izolasyonu igin toplanmistir. Toplanan 6rnek sayisi, NucleoZOL
(Machery122 Nagel GmbH, Diren, Almanya) RNA izolasyon kitinde belirtilen,
prosedlre uygun miktarlarda tartilarak, 1.5 ml'lik mikrosantriftj tuplerine aktarilmis ve

RNA izolasyonuna kadar -80°C buzdolabinda tutulmustur.

3.2. Diyapoz Indiikleme

Bu asamada besinci donem larvalar yar1 saydam plastik bir kaba alinmis ve hava
giris ¢ikisi olmasi amaciyla kapak deligi ince bir tiil yardimiyla kapatilmistir. Kabin
icerisine diyapoza giren bocekleri tespit edebilmek amaciyla, siyah bir karton katlanarak
koyulduktan sonra, kaplar 33+1°C inkiibatérde tutulmustur. Boceklerin diyapoza
girebilmeleri i¢in sicaklik her hafta yaklasik £5°C disiiriilerek, 33+1°C'den 5+1°C'ye
kadar sogutulmustur. Diyapoza giren larvalar katlanmig kartonun ara kisimlaria girmis,

boylelikle diyapoza girmeyen larvalardan kolayca ayristirilabilmiglerdir. Diyapoz
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larvalarinda, daha onceki ¢alismalarda belirtildigi gibi hareketsiz kalma, beslenmeyi
birakma, pupalagsmanin gecikmesi gibi diyapoz belirtileri 20°C ve altina diisiis itibari ile
gbzlenmistir (Burges, 1959; Wilches ve ark., 2019). 20°C’ye kadar toplanan 6rnekler pre-
diyapoz grubunu olusturmustur. 20°C ve 5°C arasi sicakliklarda toplanan Ornekler
diyapoz grubunu olusturmustur. Sicaklik dort hafta kadar 5°C'de tutulduktan sonra,
inklbator 33°C'ye ayarlanarak diyapoz sonlandirilmistir. 33°C'de 1, 3 ve 6 gln sure ile

bekletilen 6rnekler post-diyapoz grubunu meydana getirmistir.

1H IH iH 4H 5H 9H 1G iG 6G
=0 WC | 15°C 10°C 5°C 3FC_ | arc | aC
Pre-diyapoz Post-diyapoz

Sekil 3.1. Soguk kaynakli diyapoz siirecinin sematik gosterimi. 1H pre-diyapozu, 2H, 3H, 4H, 5H ve 9H
diyapozu (hafta olarak) ve 1G, 3G ve 6G, diyapoz sonrasi gelisimin 6rnekleme siirelerini (giin olarak)
gostermektedir.

Farkl1 sicakliklarda toplanan 16 adet diyapoz larvalar ile es zamanli olarak 16
adet kontrol ornekleri toplanmig ve hizlica NucleoZOL reaktifi igeren 1.5 ml'lik
mikrosantrifujtiiplere hizlica aktarilmistir. Diyapoza girmedigi diistiniilen larvalar
deneylere dahil edilmemistir (Burges, 1963). Kontrol grubunu olusturan larvalar,
yukarida verilen yetistirme kosullarinda (33£1°C'de) tutulmus ve diyapoz 6rnekleri ile

ayn siirelerde RNA izolasyonu i¢in toplanmistir.

3.3. RNA izolasyonu

Diyapoz ve diyapozda olmayan son dénem T. granarium larvalarinda TgHSP60,
TgHSP68 ve TgHSP83 genlerinin ifade analizi igin, her iki gruptan toplanan drneklerden
RNA izolasyonu yapilmigtir. NucleoZOL Reaktifi (Machery-Nagel GmbH, Diren,
Almanya) prosediriine uygun olarak gergeklestirilen bu islemde, asagida belirtilen
adimlar izlenmistir:

1) Mikrosantrifiij tiplerine konulmus 16 adet son donem larva tzerine 500 pl
NucleoZOL reaktifi eklenmis ve mikrosantrifiij tiipiine uyumlu steril bocek ezici cubuk
yardimziyla bu sivi igerisinde homojenize edilmistir.

2) Ardindan, 15 s c¢alkalama isleminden sonra 5 dk oda sicakliginda inkiibe

edilmistir.
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3) Bekleme islemi biten tupler, 12.000 x g devirde 15 dk boyunca santrifij
edilmistir.

4) Tipte santrifiij sonrast RNA’nin bulundugu sivi kisim olan siipernatantlar, yeni
bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.

5) Sonrasinda ¢oktiirme islemi igin izopropanol eklenmistir.

6) Ardindan oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmistir.

7) Inkiibasyon isleminden sonra 12.000 x g devirde 10 dk boyunca santrifij
edilmistir.

8) Gozle goriiniir halde olan dibe ¢okmiis RNA pelleti, 500 pL %75 oraninda
hazirlanmis etanol ile iki kez yikama isleminden gecirilmistir.

9) En son asamada ise RNA pelletleri, icinde RNAz bulunmayan su ile
sulandirilmig, ardindan RNA’larin miktar ve 260 nm ile 280 nm absorbans tayinleri
Multiskan GO Mikroplaka Spektrofotometresi (Termo Fisher Scientific, MA, ABD)

yardimiyla elde edilmistir.

3.4. cDNA Sentezi

RNA izolasyonu sonrasinda elde edilen 6rneklerden OneScript® Plus cDNA
Sentez Kiti (ABM Good, Kanada) protokoliine uygun olarak cDNA sentezi yapilmustir.
Ik asamada 1 pg RNA iizerine 1 pl oligo-dT primer, 1 pul dNTP, OneScript® Plus RTase
ve 4 ul 5X RT tamponu eklenmis ve ardindan hacim ddH20 ile 20 ul’ye tamamlanmustir.
Denatiire ornek lizerine eklenen reaktifler kitte sunulan miktarlarda hazirlanmistir.
Hazirlanan reaksiyonlar 55°C’de 15 dakika, 85°C’de 5 dakika inkiibe edilerek cDNA

sentezi tamamlanmis ve sentezlenen cDNA Urinleri -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.5. Primer Tasarimi

Trogoderma granarium’un diyapoz fizyolojisinde gorev alan genleri tanimlamak
tizere olusturulan cDNA kiitiiphanesinde, TJHSP60, TgHSP68 ve TgHSP83 isimli i¢ adet
HSP geni bulunmustur (Dageri ve ark., 2022). Kantitatif Es Zamanli Ters Transkriptaz
PCR (RT-gPCR) calismasinda kullanilan bu genlere 6zgii primerler Integrated DNA
Technologies (IDT) (https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) isimli siteden

yararlanilarak tasarlanmistir.



Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler

TgHSP60 Heat Shock
Protein 60

geni
TgHSP68 Heat Shock
Protein 68

geni
TgHSP83 Heat Shock
Protein 83

geni
TgACT pS-actin geni

F: CTTCTGGTGTCGCCTCATTAT
R: CATACCACCCATGCCAGTT

F: ACTCCTCTGTCTCTGGGAATAG
R: GGTGAAGGTCTGTGTCTGTTT

F: GCCAAACCAGAAACACATCTAC
R: CCTACTTCGAATCCACGCTTCT

F: ATGGCGTGTGGCAAAGCGTAA
R: CCTTCAACACACCAGCTATGT

3.6. Kantitatif Es Zamanh PCR (RT - qPCR)

51°C

52°C

52°C

53°C

112

101

111

120
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Hedef gen bolgelerinin Kantitatif Es Zamanli Ters Transkriptaz PCR (RT-qPCR)

amplifikasyonunu (QuantStudio 3 Real-Time PCR System, Applied Biosystems)

gerceklestirmek i¢in biyolojik ve tekniksel fticlii tekrarlar halinde reaksiyonlar

hazirlanmistir. Reaksiyonlara negatif kontrol eklenerek, normalizasyon hesaplamalarinda

kullanilmak tizere cDNA kituphanelerinden belirlenen p-actin housekeeping geni

calisilmistir. Primerlerin dimer yapisi olusturup olusturmadigi, reaksiyon sonunda erime

egrisi analizi ¢aligilarak kontrol edilmistir. Bu asamada FastStart Essential DNA Green

Master (Roche) kullanilmistir. Reaksiyon i¢in kullanilan bilesenler asagidaki gibidir:

Cizelge 3.2. RT - qPCR ¢alismasi i¢in kullanilan bilesenler

Reaktifler Hacim
LightCycler ® 480 SYBR Green | 10 pl
Master

Forward Primer (10 pM) 1 ul

Reverse Primer (10 uM) 1 ul
cDNA 50 ng

H>O X
Toplam hacim 20 pl
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Es Zamanli PCR platelerine eklenmis olan yukaridaki bilesenlerin iizeri, 1siya
dayanikli, cihaza uyumlu plate sealleri ile kapatilmig ve ardindan cihaz uygun programda

calistirilmistir.

RT-qPCR cihaz kosullari, 6n inkiibasyon i¢in 95°C sicaklikta 10 dk sonrasinda
95°C'de 10 s, primerlere 6zgii baglanma sicakliginda 10 s, uzama asamasi i¢in 72°C ‘de
10 s seklinde 40 dongii takibinde sogutma basamagi i¢in 40°C'de 10 s siirecek basamaklar
olarak ayarlanmistir. RT-qPCR analizi sonucunda elde edilen CT degerleri, f-actin
housekeeping genine ait CT degerleri ile karsilastirilarak 2"24CT formilui ile normalize
edilmistir. Tim primer setleri i¢in her reaksiyonun etkinligi, standart egri Olgililerek
belirlenmis ve her bir amplikonun dogrulugu, bir erime egrisi analizi yapilarak
dogrulanmigtir. TJHSP60, TgHSP68 ve TgHSP83’iin goreceli ifade seviyeleri, géreceli
kantitatif yontem olan 22T kullanilarak hesaplanmustir (Livak ve Schmittgen, 2001).
Gelisimsel ifade analizi hesaplanmasinda, ilgili genlerin goreceli ifade duzeylerini
dlgmek amaciyla degistirilmis bir karsilastirmali CT yaklasimi olan 2°4€T kullanilmustir
(Pfaffl, 2001).

3.7. istatiksel Analiz

Normalizasyon sonrasi elde edilen verilerden istatiksel degerlendirme i¢in Minitab
19.0 (Minitab Ltd, Brandon Court, Birlesik Krallik) yazilimi1 kullanilmistir. Numuneler
arasindaki istatistiksel anlamlilik diizeyinin belirlenmesi amaciyla, tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile hemen sonrasinda Tukey HSD (Honestly Significant Difference)
testi kullamlmistir. Istatiksel olarak kabul edilen anlamlilik degeri P<0.05’tir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu tez ¢alismasi ile TJHSP60, TgHSP68 ve TgHSP83'lin ifade seviyelerinin, T.
granarium’un soguk ile indiiklenmis pre-diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarindaki

ifade seviyeleri ayrintili olarak ortaya koyulmustur.

Pre-diyapoz fazinda TgHSP60 geninin énemli dl¢lide yukar1 yonde regiile oldugu
tespit edilmistir. Diyapoz fazinda TJHSP60 geninin yukar1 dogru regiile oldugu diger
sicakliklar, sirasi ile larvanin dort hafta siire ile tutuldugu 5°C, 10°C, 20°C ve sicakligin
10°C’den 5°C’ye dustiriildigli besinci hafta orneklerinde goriilmiistiir. Post-diyapoz
fazinda, TgHSPG60 ifadesinin larvalarda sicakligin 33°C’ye yiikseltildigi ilk ve altinci
giinde asag1 yonde, liclincili giinde ise yukar1 yonde regiile edildigi tespit edilmistir. Bu
dogrultuda bu genin T. granarium’un soguk kaynakli diyapoz ve post-diyapoz gelisimine
katk: saglayabilecegi diisiiniilebilir (Sekil 4.1.).

TgHSP60
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Goreceli mRNA Seviyesi
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Sekil 4.1. TgHSP60 geninin pre-diyapoz, diyapoz ve post diyapoz fazinda goreceli mRNA seviyeleri
(Pre-diyapoz (1H), diyapoz (2, 3, 4, 5, 9H), post-diyapoz (1, 3, 6G)).
(Goreceli mRNA seviyeleri icin 244CT formiilii kullanilmustir.)

TgHSP68 gen ifadesinin, pre-diyapoz fazinda yukar1 yonde regiile oldugu tespit
edilmistir. Diyapoz fazindaki son donem larvalarda en yiliksek TQHSP68 ifadesi, larvanin
dort hafta siire ile tutuldugu 5°C’de gozlenmistir. Bunu sirasi ile larvanin maruz kaldig:
sicakligin 10°C’den 5°C’ye distiriildiigi besinci hafta ve 10°C’deki doérdiincii hafta
ornekleri izlemistir. 20°C ve 15°C’de tutulan 6rneklerde TgHSP68 gen ifadesinin asagi
yonde regiile oldugu goriilmiistiir. Post-diyapoz 6rneklerinde ise, larvalarin ilk ve altinci
guninde TgHSP68 ifadesinin asagi yonde, iigiincii gliniinde ise yukari yonde regiile

edildigi tespit edilmistir. Grafikten anlasilacagi tlizere, TJHSP68’in kapra boceginin
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calisilan diyapoz asamalarinin bir¢ogunda dikkat cekici sekilde ifade edildigi
gorulmektedir (Sekil 4.2.).

TgHSP68
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Sekil 4.2. TJHSP68 geninin pre-diyapoz, diyapoz ve post diyapoz fazinda goreceli mRNA seviyeleri
(Pre-diyapoz (1H), diyapoz (2, 3, 4, 5, 9H), post-diyapoz (1, 3, 6G)).
(Goreceli mRNA seviyeleri igin 2-44CT formiilii kullanilmagtir.)

Sicakligimm 33°C’den 25°C’ye diisiiriildiigii son donem larvalarin pre-diyapoz
fazinda, TQHSP83 ifadesinin Onemli Ol¢lide artis gosterdigi gdzlenmistir. Diyapoz
fazinda en yiiksek TgHSP83 ifadesi larvanin dort hafta siire ile tutuldugu 5°C
orneklerinde tespit edilmis ve sirasi ile 10°C, 5°C ve 20°C soguga maruz birakilan
orneklerce takip edilmistir. Diyapoz fazinda 15°C sicaklikta tutulmus larvalarda
TgHSP83 ifadesinde, neredeyse herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Post-diyapoz
orneklerinde ise, fazin ilk glintindeki larvalarda TJHSP83 ifadesinin asag1 yonde, tigiincii
ve altinc1 giiniinde ise yukari yonde regiile edildigi tespit edilmistir. Derin diyapoz
fazinda asin1 ifadelenmesi TgHSP83'lin, kapra boceginin soguk kaynakli diyapoz

diizenlemesinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. TgHSP83 geninin pre-diyapoz, diyapoz ve post diyapoz fazinda géreceli mRNA seviyeleri
(Pre-diyapoz (1H), diyapoz (2, 3, 4, 5, 9H), post-diyapoz (1, 3, 6G)).
(Goreceli mRNA seviyeleri igin 2-44CT formiilii kullanilmstir.)

Kapra boceginin gelisimsel donemlerindeki larvalarinda ve erginlerinde TgHSP60
geninin ifade seviyesi oldukga diisitk bulunmustur. TJHSP60 en yiiksekten en asagiya
dogru sirast ile besinci donem, {igiincii donem, dordiincii donem, ikinci donem ve birinci
donem Orneklerinde tespit edilmistir. Ergin erkek boceklerdeki gen ifade seviyesi, disi

ergin boceklere gore daha fazla bulunmustur (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Kapra boceginin gelisimsel donemdeki larvalari ve erginlerinde TJHSP60 geninin ifadesi

TgHSPG68 gen ifadesi hem gelisimsel larval donemler, hem de ergin boceklerde

oldukca diisiik miktarda tespit edilmistir. Larval donemdeki en yiiksek ifadeler sirasi ile
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ticlincii donem, ikinci donem, birinci donem, besinci donem ve dordiincti donemlerde
gozlenmistir. Ergin erkek boceklerde TJHSP68 ifade seviyesi ise, ergin disilere kiyasla
daha fazla bulunmustur (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. Kapra boceginin gelisimsel donemdeki larvalari ve erginlerinde TJHSP68 geninin ifadesi

TgHSP83’iin gelisimsel donemlerine ait larvalarindaki ifade seviyesi, larvalarda
birbirine yakin ve diisiik miktarda tespit edilmistir. Ergin disideki gen ifade seviyesi

dikkat ¢ekici miktarda yiiksek ve erkeklere oranla daha fazla bulunmustur (Sekil 4.6.).

TgHSP83
1.4 -
a
1.2 4
T g
=
2 0.8 -
3 bc %
<zt 0.6 bc bc i
3 c ¢
3 0.4 A
0.2 -
0 o
I N N T
Q'o\(‘ Q}

Sekil 4.5. Kapra boceginin donemdeki larvalari ve erginlerinde TgHSP83 geninin ifadesi

HSP'lerin, 1s1 sokundan sonra gelisen yiiksek gen ifadesi cevabi haricinde, birgok
stres kosuluna yanit olarak indiiklenebilir oldugu bilinmektedir. Kapra bocegi de dahil

olmak tizere pek ¢ok bocek, cevresel kosullar uygun olmadiginda diyapozu bir hayatta



27

kalma stratejisi olarak kullanarak, kendilerini koruyabildikleri bir fakultatif diyapoza
girme egilimindedir. Diyapozun HSP’ler Uizerindeki etkileri Drosophila triauraria (Goto
ve ark., 1998; Goto ve Kimura, 2004) Sarcophaga crassipalpis (Rinehart ve Denlinger,
2000), Eurosta solidaginis (Zhang ve ark., 2011), Nasonia vitripennis (Wolschin ve
Gadau, 2009), Sesamia nonagrioides (Gkouvitsas ve ark., 2008), Omphisa fuscidentalis
(Tungjitwitayakul ve ark., 2008), Calliphora vicina (Fremdt ve ark., 2014), Pieris melete
(Miano ve ark., 2002) ve Sitodiplosis mosellana (Zhao ve ark., 2021) gibi bir¢cok bocekte
arastirtlmistir. Diyapozda yukar1 yonde regiile edilmis HSP’ler ve kicik HSP’lerin
soguga dayaniklilik, protein sekestrasyonunu, gelisimin baskilanmasi ve hiicre iskeleti
stabilizasyonunun iyilestirilmesi ile iligkili oldugu one siiriilmiistiir (Rinehart ve ark.,
2010; King ve MacRae 2015; Quan ve ark., 2018). Bu ¢alismada, T. granarium'un soguk
ile indiiklenmis diyapoz larvalarindan olusturulan cDNA kiitliphanesinde (Dageri ve ark.,

2022) Chaperonin olarak da anilan HSP60, HSP68 ve HSP83 tespit edilmistir.

Diyapozdaki boceklerde HSP60, HSP68 ve HSP83'lin ifade seviyeleri ile ilgili
gerceklestirilen ¢aligmalarin  sayis1 oldukga smirlidir. Sarcophaga crassipalpis'te
HSP60'n a-alt birimini kodlayan TCP-1'in mRNA seviyesinin, bocegin diyapoz fazina
girmesiyle birlikte agirt miktarda ifade edildigi tespit edilmistir (Rinehart ve ark., 2007).
Delia antiqua'nin diyapoz sirasinda metabolik aktivitesinin azalmasina, 6nemli 6lgiide
ifade edilmis HSP60 geninin eslik ettigi 6ne siiriilmistiir (Kayukawa ve Ishikawa, 2009).
Chilo suppressalis'te HSP60, HSP70 ve HSP90'in ifade seviyelerinin diyapoz sirasinda
arttig1, diyapoz sonrasi fazda ise azaldigi tespit edilmistir (Lu ve ark., 2013). Ayrica,
HSP60'in -38°C'ye kadar soguyabilen Epiblema scudderiana larvalarinin (Storey, 1990)
kis boyunca hayatta kalmasina yardimci oldugu, genin yukar1 yonde regiilasyonu ile rapor
edilmistir (Storey ve Storey, 2008). Benzer sekilde, T. granarium'da TJHSP60’1n pre-
diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarinda yukari yonde regiile edilmesi, bu genin
soguk kaynakli diyapozda sagkalima ve diyapoz sonrasi gelisime katki sagladigini

diistindiirmektedir.

Bdceklerde HSP68 ve HSP83 iizerinde sinirli sayida ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen, her iki genin de soguga duyarli oldugu bildirilmistir (Colinet ve ark., 2010;
Colinet ve Hoffmann, 2012). HSP68'in, proteinlerin renatiirasyonu ve korunmasinda
HSP70'e benzer bir role sahip oldugu disiiniilmektedir (Palter ve ark., 1986; Colinet ve

ark., 2010). Diyapoz organizmalar i¢in yasami uzatan bir mekanizma olarak
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diistintilebilir. Ancak, bu siirecte organizmanin hayatta kalmak i¢in oksidatif stresi uygun
bir sekilde temizlemesi biiyiilk 6nem tagimaktadir (Zhao ve Shi, 2010). Wang ve ark.
(2003) HSP68'in asir1 ifadesinin, D. melanogaster'r oksidatif strese karsi korudugunu ve
omriinii uzattigin1 bildirmistir. T. granarium’da pre-diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz
fazlarinda ortaya ¢ikan yiiksek TgHSP68 gen seviyeleri, bu genin organizmada soguga
yanit olusturmada, oksidatif stresin giderilmesi ve yasam siiresinin uzatilmasinda
muhtemelen rol aldigina isaret etmektedir. Ayrica, HSP68'in D. melanogaster'da soguk
stresini takip eden iyilesme asamasina katkida bulundugu one siiriilmistiir (Colinet ve
ark., 2010). Benzer sekilde, bu ¢alisgmada TgHSP68'in post-diyapoz fazinin igiincii
gunlnde artan ifadesi, genin larvanin soguk kaynakli diyapoz sonrasi gelisimine olasi

katki sagladigi anlamina gelebilir.

Drosophila triauraria'da, HSP83'iin ifadesinin diyapoz regiilasyonu ile iliskili
bulunmadigi belirtilmistir (Goto ve Kimura, 2004). Bu durumun aksine, Sesamia
nonagrioides'in pre-diyapoz ve post-diyapoz fazlarindaki az miktarda ifadesine kiyasla,
derin diyapoz fazinda HSP83 geninde, yiiksek miktarda ifade artisi oldugu tespit
edilmistir (Gkouvitsas ve ark., 2009). Bu ¢alismada, TgHSP83'iin kapra bdceginin pre-
diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarinda yukar1 yonde regiile oldugu bulunmustur. Bu
sonug, TgHSP83'un, khapra bdceginin soguk kaynakli diyapoz diizenlemesinde rol
oynayabilecegini gostermektedir. Ayrica, HSP'lerin bocek diyapozu ile ilgili ifade

paterninin HSP’ler i¢in farklilik gosterebilecegi sonucuna varilabilir.

Boceklerin gelisimsel donemlerindeki HSP60, HSP68 ve HSP83'lin gen ifade
paternleri lizerine sinirhi sayida arastirma mevcuttur. Hiicre biiyiimesi, gelisimi ve
boliinmesi i¢in hazirliga yardimei olan aktin, tiibiilin ve diizenleyici molekiillerin de dahil
oldugu, olusan yeni proteinler HSP60 tarafindan katlanir (King ve MacRae, 2015).
Bulgularimiza benzer sekilde, Liriomyza sativa, Heortia vitessoides ve Trichogramma
chilonis ‘teki HSP60, bu boceklerin gelisimsel donemleri boyunca rol aldigina iliskin
ifade kaliplar1 gostermistir (Huang ve ark., 2009; Cheng ve ark., 2018; Yi ve ark., 2018).
Spodoptera litura ve Chilo suppressalis'in disi erginleri, erkek erginlerine kiyasla, yiliksek
miktarda HSP60 ifadesi gostermistir (Shu et al. 2011; Lu et al. 2014). Bunun aksine, bu
calismada ergin disilerdeki TJHSPG60 transkriptlerinin ergin erkeklerinkinden daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. HSP'lerin farkl ifade kaliplari, farkli boceklerde HSP'lerin farkl

gelisim siireclerinden kaynaklaniyor olabilir.



29

D. melanogasterin birgok gelisimsel doneminde, HSP68'in mRNA seviyesi
oldukga diisiik seviyededir (Mason ve ark., 1984; Graveley ve ark., 2011). Bocek turlerine
bagli olarak, HSP'lerin gen ifadeleri farkli gelisim asamalarinda farklilik gosterebilir (Guz
ve ark. 2021). Harmonia axyridis’in tiim larval gelisim donemlerinde HSP68'in ifade
edildigi, en yiiksek ifade miktariin ise erginlerde oldugu tespit edilmistir (Shen ve ark.,
2015). Bu sonug, kapra boceginde gelisimsel donemler boyunca ¢ok diisiik miktarlarda
bulunmasinin yam sira, ergin erkeklerde en yliksek sevide tespit edilen TgHSP68

ifadesine iligkin bulgularimizla uyumludur.

Ceratitis capitata'nin gelisimsel donemlerinde, HSP83'Un konstitdtif ifadesi
goriilmistiir (Theodoraki ve Mintzas, 2006). HSP83'iin bagil bazal mRNA seviyesinin
ise, Lucilia cuprina'nin tiim gelisimsel donemlerinde yiksek miktarda oldugu tespit
edilmistir (Concha ve ark., 2012). Acyrthosiphon pisum'da gerceklestirilen fonksiyonel
bir ¢alismada, RNA interferans kullanilarak HSP83 geninin susturulmasi, bocegin yasam
stiresi, verimlilik ve canli yavru sayisinda azalmaya neden olmustur (Will ve ark., 2017).
T. granarium'un tiim gelisimsel donemlerinde TgHSP83'lin konstitutif ifadesi, bu genin

bocegin gelisimindeki muhtemel roliini gosterebilir.


https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/konstit%C3%BCtif
https://tureng.com/tr/turkce-ingilizce/konstit%C3%BCtif

30

5. SONUCLAR VE ONERILER

Son yillarda, kontrolii zor bocek popiilasyonlarini baskilayabilmek i¢in kimyasal
kontrol yontemlerine siklikla bagvurulmaktadir. Ancak, ¢ok sayida insektisit kullanimi
organizmada bu tiir kimyasallara kars1 direng olusumuna neden olmaktadir. Ayrica,
insektisitlerin asirt kullanimi hedef olmayan organizmalarin elimine edilmesi, ¢evre, doga
ve insana zarar verme gibi ¢esitli olumsuz yan etkiler igermektedir. Molekiiler tabanli
genetik ¢alismalar araciligi ile boceklerin farkli stres kosullar1 ve kimyasallara direnci

molekiiler yonden incelenerek, bu mekanizmalarin aydinlatilmasi saglanabilmektedir.

Bugiine kadar, molekuler diizeyde T. granarium'da diyapozun HSP'ler Gizerindeki
etkisini arastiran higbir ¢alisma yapilmamstir (Aralik, 2022). Gergeklestirilen bu galisma
kapsaminda zararli larvasinin soguk stresine maruz birakilmis diyapozda bulunan
donemlerine ait i¢c adet HSP geni ve bu genlerin diyapozun farkli fazlarindaki gen ifade
diizeyleri analiz edilmistir. BOylece HSP’lerin T. granarium diyapozu ile iliskisi
belirlenmis ve zararlinin diyapoz fizyolojisi ile alakali yeni bilgiler elde edilmistir. Ayrica
bu genler organizmanin sogukta hayatta kalma iglevine ek olarak, zararl ile miicadelede
RNA interferans gibi yontemler igin kritik bir hedef gorevi gdrmek tzere, dinya

literatiiriine katki saglayacaktir.
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