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Kapra bocegi, Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), diinyada ve tilkemizde 6zellikle
depolanan tahil veya tahil {iriinlerine verdigi zararla bilinen bir bocek tiiriidiir. Bugday, arpa ve piring gibi
6nemli tahil Girtinlerinde ciddi zararlar olusturmasi sebebiyle, bocegin kontrol altina alinmasi ciddi derecede
o6nem arz etmektedir. Ancak bocegin “diyapoz” adi verilen metabolizmasinin baskilandigi bir siirece
girmesi, zararlinin uygun olmayan ortam kosullarina ve insektisitlere direncini arttirarak, kontroliinii
oldukga zor bir hale getirmektedir. Dolayisi ile bocegin diyapozda iken, hayatta kalmasina yardimet olan
gen ve gen gruplarina dair regiilasyonlarin molekiiler diizeyde detayli bir sekilde incelenmesi bir ihtiyag
haline gelmistir. Bu ¢aligmada, diyapoza yonelik glukoneogenez ve glikoliz yolaklarinda anahtar roller
iistlenen TgPEPCK (Fosfoenolpiriivat Karboksikinaz), TgPK (Piriivat Kinaz) ve TgPDH (Piriivat
Dehidrogenaz) genleri kapra boceginde ilk kez tanimlanmis, genlerin tahmini aminoasit dizilerinden
faydalanilarak, dizilere ait biyoinformatik analizler ger¢eklestirilmistir. Kapra boceginin aglik ve soguk ile
indiiklenmis diyapoz siireglerindeki gen ifadeleri Kantitatif Es Zamanli PCR (RT - qPCR) kullanilarak
analiz edilmistir. Pre-diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarinda incelenen detayli gen analizlerinde,
TQPEPCK geninin en yiiksek seviyesinin, diyapoz fazinda ifade oldugu tespit edilmistir. Bu durum
TgPEPCK geninin bdcegin enerji tasarrufu ve stres direncine hazirlanma siirecinde gorev alabildigini
akillara getirmektedir. TgPK geni aglik diyapozunda en yiiksek ifade seviyesini post-diyapoz fazinda,
soguk diyapozunda ise diyapozun besinci haftasinda (5 °C’ de) géstermistir. Bu sonuglar, TgPK geninin
aclik diyapozundan ¢ikarken, azalan enerji ihtiyaci ile artan ifadesini ortaya koymaktadir. Soguk diyapozu
ile goriilen yukar1 yonde regiilasyonunun ise, bdcegin donmasini engelleyen kriyoprotektan molekiillerinin
sentezi ile iligkili olduguna isaret edilebilir. TJPDH geni, aglik diyapozunda diyapoz fazmin sekizinci
haftasinda; soguk diyapoz fazinin ise ikinci ve iigiincli haftalarinda en ytiksek ifadeleri gostermistir. Bu
gozlemler indiiklenen diyapoza bagli olarak, TJPDH geninin diyapozdaki bdcegin enerji yonetimi ve
hayatta kalma stratejileri ile iliskili olabilecegine vurgulayabilir. TJPEPCK, TgPK ve TgPDH genlerinin
kapra boceginin diyapoz siiregleri boyunca ifade seviyelerindeki degisiklikler, bu genlerin molekiiler
seviyedeki dnemlerine dikkat cekmektedir. Glukoneogenez ve glikoliz yolaklarinda gorev alan diger gen
ve gen gruplarinin tanimlanmasi ve fonksiyonel analizlerinin gerceklestirilmesi, kapra bocegi diyapozunun
aydinlatilmasina yardime1 olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Aclik baskisi, Diyapoz, Gen ifadesi, Glukoneogenez, Soguk baskist
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IDENTIFICATION OF GENES INVOLVED IN GLUCONEOGENESIS AND
GLYCOLYSIS PATHWAYS IN Trogoderma Granarium (COLEOPTERA:
DERMESTIDAE) AND DETERMINATION OF GENE EXPRESSION LEVELS
DURING DIAPAUSE PROCESSES
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The khapra beetle, Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), is a pest known for its
significant damage to stored grains and grain products globally and in our country. Controlling this pest is
of critical importance due to its severe impact on key cereal crops such as wheat, barley, and rice. However,
the insect's entry into a state called diapause, a period of suppressed metabolism, enhances its resistance to
adverse environmental conditions and insecticides, making control efforts challenging. Thus, there is a
crucial need to investigate the molecular regulation of genes and gene groups that aid the insect's survival
during diapause. In this study, the genes TgPEPCK (Phosphoenolpyruvate Carboxykinase), TgPK
(Pyruvate Kinase), and TgPDH (Pyruvate Dehydrogenase), which play key roles in gluconeogenesis and
glycolysis pathways, were identified in the khapra beetle for the first time. Bioinformatic analyses were
conducted based on the predicted amino acid sequences of these genes. Gene expressions during starvation-
and cold-induced diapause were analyzed using Quantitative Real-Time PCR (RT-gPCR). Detailed gene
expression analyses across pre-diapause, diapause, and post-diapause phases revealed that TJPEPCK was
most highly expressed during the diapause phase, suggesting its role in the insect's energy conservation and
stress resistance processes. The TgPK gene showed its highest expression level in the post-diapause phase
during starvation diapause and in the fifth week (at 5°C) of cold diapause, indicating increased expression
correlating with decreased energy requirements when exiting starvation diapause and a potential role in
synthesizing cryoprotectant molecules during cold diapause. TJPDH gene expression peaked in the eighth
week of starvation diapause and in the second and third weeks of cold diapause, highlighting its potential
involvement in energy management and survival strategies during induced diapause. The variations in
expression levels of TJPEPCK, TgPK, and TgPDH genes throughout the khapra beetle's diapause processes
highlight their molecular significance. Identifying and functionally analyzing other genes and gene groups
involved in gluconeogenesis and glycolysis pathways will further elucidate the diapause mechanisms of the
khapra insect.

Keywords: Cold stress, Diapause, Gene expression, Gluconeogenesis, Starvation stres
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1. GIRIS

Kapra bocegi Trogoderma granarium (Coleoptera: Dermestidae), istilaci davranis
sergileyen, bugday ve bir¢ok depolanan iiriine en ¢ok zarar veren bocek tiirlerinden biridir
(Banks, 1977; Lowe ve ark., 2000; Naseri ve Borzoui, 2016). Hindistan’dan kdken alan
T. granarium Asya, Avrupa ve Afrika kitalarinin bircok iilkesinde goriilmektedir
(Rahman, 1945; Kavallieratos ve ark., 2019). A2 karantina zararlis1 olarak siniflandirilan,
tespiti ve kontroliiolduk¢a 6nem kazanan T. granarium, depo iiriinlerine verdigi zararlar
ve lilkelerin ihracatinin azalmasina neden oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda depo

bocek zararhilarinin baginda gelmektedir (Athanassiou ve ark., 2019; EPPO, 2021).

Trogoderma granarium erginleri zararsizdir; ancak larva dénemi en ¢ok zarar
veren donemidir (Ahmedani ve ark., 2007). Kapra larvalari tarafindan istila edilen depo
rtinlerinin karbonhidrat, ham yag ve proteinleri ciddi oranda zarar gormektedir
(Mardani-Talaee ve ark., 2017), bu da biyokiitle ve gida kalitesinin azalmasina sebep
olmaktadir (Mohammadzadeh ve ark., 2018). Depolanan tahillarda T. granarium istilasi
sonrasinda %5 ila %30 arasinda kayip meydana gelebilmektedir. Hatta bu kayip bazi
durumlarda %70 seviyesine kadar ¢ikabilmektedir (Amaar ve El Refai, 2015). Bocegin
dis kabuklari, tiyleri ve diger viicut parcalartyla da insanlarda solunum yolu ve cilt

tahrisleri meydana gelebilmektedir (Yadav ve ark., 2020).

Trogoderma granarium’un kontrolii kapsaminda sik uygulanan ydntem,
korunacak bolge yiizeylerine direkt uygulanan insektisitlerdir (Ghimire ve ark., 2017).
Bu amagla gecmis yillarda metil bromiir ile fumigasyon islemi yaygin olarak yapilmaistir.
Ancak, metil bromiiriin, ozon tabakasini inceltmesi, ¢evreye zarar vermesi nedeni ile
kullanimi ge¢mise nazaran azaltilmistir (Wilches ve ark., 2019). Diger yaygin kullanilan
fumigantlardan biri olan fosfine kars1 kapra boceginde gelisen direncin rapor edilmesi ile
bu zararli ile miicadelede kullanilan kimyasallara alternatif yontemlerin bulunmasi
giindeme gelmistir (Sakka ve ark., 2022). Bocek iizerinde Son zamanlarda toksisite orani
diisiik ve cevre dostu bocek kontrol ajanlar1 bulmaya yonelik calismalar yapilmaktadir ve

bu alanda edinilen basarilar s6z konusudur (Almadiy ve ark., 2018).

Trogoderma granarium’u kontrol altina almak i¢in bocegin diyapoz donemini iyi

kavramak gerekmektedir. Diyapoz halindeki bocekler, fumigasyon ile kontrol



yontemlerine karsi, aktif doneme kiyasla, oldukg¢a dayaniklidir (Bell ve Wilson, 1995).
Diyapoz gelisme doneminin durdurulmasini temsil etmektedir. Ancak, bu durum
gelisimin tamamen durdugu anlamina gelmemektedir. Diyapozdaki boceklerde gelisim
devam edebilir, ancak bu, diyapoza girmeyen bdceklere gore ¢ok daha yavas bir hizda
seyreder (Denlinger ve ark., 2016). Boceklerde diyapoz zorunlu ve fakiiltatif olmak tizere
ikiye ayrilmaktadir. Zorunlu diyapozda bocekler dis kosullara bakilmaksizin diyapozdan
geemektedir. Fakiiltatif diyapozda ise disaridan bir indiikleme s6z konusudur ve cevresel
kosullarin uygun olmadigi durumlarda goriilmektedir (Wilches ve ark., 2016).
Trogoderma granarium larvalari, diisiik sicakliga maruz kalma, yetersiz gida, kalabalik
kosullarda yetisme ve feges yogunlugu gibi c¢evresel kosullarin uygun olmadigi
durumlarda fakiiltatif diyapoza girmektedir (Wilches ve ark., 2017). Cevresel kosullar
normale dénene kadar, bocegin larvalari, birkag yi1l boyunca ara sira beslenebilecekleri
ve tily dokmeye devam edebilecekleri ancak gelisimlerini tamamlayamayacaklar1 bir

diyapoz donemi gecirmektedir (Gourgouta ve ark., 2021).

Diyapoza giren canlilarda molekiiler mekanizmalar, gen diizeyinde
transkripsiyon, post-transkripsiyon ve translasyon boyutundaki siiregleri etkileyerek
biyokimyasal yolaklarin, metabolik iirlinlerin ve enerji iiretiminin ayarlanmasini saglar
(MacRae, 2010). Olumsuz ¢evre kosullarina maruz kalarak diyapoza giren canlilarda,
enerji dengesini ve hiicrenin yapisal bilesenlerini korumak i¢in metabolizmada hizli
degisiklikler meydana gelmektedir (Teets ve ark., 2013). Gen ifade profilleme ¢alismalari
ile diyapoz halindeki boceklerde meydana gelen metabolik degisiklikler, gelisim
durgunluk seviyeleri ve bunlara eslik eden fizyolojik durumlar hakkinda 6nemli bilgiler

ortaya konulabilmektedir (Poelchau ve ark., 2013a).

Diyapoz donemine giren boceklerin metabolizmasi, oksidatif fosforilasyondan
glikoliz ve glukoneogeneze dogru biiyiik bir gecis yapmaktadir (Penkov ve ark., 2020).
Bocekte enerji tiikketimi, 1s1 iiretimi, oksijenli solunum ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiisii azalmaktadir. Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADP™) gibi yapim
reaksiyonlarinda gorev alan enzime gerekli olan kofaktor iiretimi yavaslayarak, glikoliz
ve glukoneogenez yolaklari ile karbonhidrat {iretimi saglanmaktadir (Homem ve ark.,
2014; Erkut ve ark., 2015; Yilmaz ve ark. 2017). Glukoneogenezde yer alan
Fosfoenolpiruvat Karboksikinaz (Phosphoenolpyruvate carboxykinase : PEPCK)’in

diyapoz ve ¢esitli stres tepkileri sirasinda gergeklestirilmis birgok transkriptomik



calismada anahtar rol Gistlendigi izlenmistir (Spacht ve ark., 2018). PEPCK enziminin tiim
Okaryotlarda sitozolik ve mitokondriyal formu mevcuttur (Guo ve ark., 2019).
Mitokondriyal formu piriivat karboksilat tarafindan mitokondride iiretilen oksaloasetati
fosfoenol piruvat (Phosphoenolpyruvate : PEP)’e doniistiirmede gorev alir (da Silva ve
ark., 2021). Sitozolik formu ise oksaloasetati malata indirgeyerek, sitozele salinan

oksaloasetatin sitozolde PEP’e doniisiimiinii saglamaktadir (Croniger ve ark., 2002).

Metabolizmada gorev alan diger enzimlerden biri olan Piruvat Kinaz (Pyruvate
kinase : PK), glikoneojenik/glikolitik dengenin diizenlenmesinde 6nem arz etmektedir
(Thompson, 2000). PK, glikolizin son asamasinda sitoplazmada PEP’i piriivata
Adenozintrifosfat (ATP)’a bagimli bir sekilde kataliz eden enzimdir (Abboud ve ark.,
2021). Glikolizin kilit enzimi oldugu igin, diyapozda olan boceklerde genel enerji
metabolizmasini azaltmak ve hayatta kalmay1 saglamak igin kritik bir rol tistlenmektedir
(da Silva ve ark., 2019). Diyapozda artan glukoneogenez ve glikoliz ile enerji tiretimi
saglanirken, PK tarafindan da metabolik hizin diisiisii kontrol edilmektedir (Abboud ve
ark., 2021).

Metabolik siireglerde dnemli olan ve mitokondriyal kisimda etkin rol {istlenen
coklu enzim kompleksinden meydana gelmis enzimlerden biri ise Piruvat Dehidrogenaz
(Pyruvate dehydrogenase: PDH)’dir. Tek birimden olusan enzimlere kiyasla yapisal,
islevsel ve diizenleyici alt birimleri sayesinde daha ekonomik caligabilmektedir (Hucho,
1975). Alt birimleri E1, E2 ve E3 olarak adlandiriimaktadir (Szurmak ve ark., 2003). PDH
(E1), hidrolipoamid asetiltransferaz (E2), dihidrolipoamid dehidrogenaz (E3) olarak
isimlendirilmistir (Hein ve ark., 1996). Aerobik kosullarda glikoliz metabolizmasinda yer
alsa da bazi anaerobik bakterilerde bile aktivasyon sagladigi yapilan caligmalarda
gosterilmistir (Modak ve ark., 2002). Temel gorevi krebs dongiistinde piriivat1 asetil-Coa
molekiiliine donistiirmektir (Ng ve Tang, 2014). Diyapozdaki boceklerin bir¢ogunda
mitokondriyal aktivite oldukga kisitlanmistir (McMullen ve ark., 2008). Soguk ve aglik
stresi altinda meydana gelen diyapoz durumunda mitokondriyal bozulmalar ve yag
biriktirme meydana gelmektedir (Kukal ve ark., 1989). Mitokondriyal enzim aktivitesinin
oldukca azaldig1 ve buna bagli olarak oksijenli solunumdan elde edilen ATP miktarininda

onemli 6l¢iide diistiigli gdzlenmistir (Yi-ping ve ark., 2000).



Yapilan bu tez ¢caligmasinda soguk ve aglik ile indiiklenen Trogoderma granarium
son donem larvalari, fakiiltatif diyapoz durumuna getirilmistir. Gelisimsel donemini
stirdiren T. granarium kontrol son donem larvasi ile karsilastirmali gen ifadesini
arastirabilmek i¢in deney diizenegi kurulmustur. Diyapozda olan ve kontrol T. granarium
larva oOrneklerinden RNA izolasyonu ve CDNA sentezi yapilmistir. Gegmiste
olusturulmus transkriptom verilerinden (Dageri ve ark., 2022), calisilacak olan T.
granarium’a ait fosfoenolpiruvat karboksikinaz (TQPEPCK), piruvat kinaz (TgPK) ve
piruvat dehidrogenaz (TgPDH) tanimlanmis; benzerlik, korunmus domain taramalari ve
filogenetik analizleri yapilmistir. Genlerin diyapoz durumundaki ifade profilleri
Kantitatif Es Zamanli PCR (Reverse transcription-quantitative PCR : RT-qPCR)
kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar araciligi ile zararlinin diyapoz
fizyolojisinde ifade edilen genlerinin hayatta kalmasina nasil bir potansiyel katki
sagladigina yonelik degerlendirilme gerceklestirilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda, literatiire
kapra bocegi diyapozuna yonelik yeni bilgiler saglanmis ve bu zararlinin kontroliiniin
saglanmasinda yeni yaklasimlarin gelistirilmesine araci olabilecek yeni bir bakis agisi

sunulmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Trogoderma granarium

Ik olarak Everts tarafindan 1898 yilinda tanimlanarak isimlendirilmis
Trogoderma granarium; Hayvanlar (Animalia) alemi, Eklem bacaklilar (Arthropoda)
subesi, Kinkanatlilar (Coleoptera) takimi, Dermestidae ailesi ve Trogoderma cinsine ait
bir tiirdiir (Munro, 1935; EPPO, 2002; Athanassiou, 2023). Dermestidae (deri, kiler ve
hali bocekleri) ailesinin birgok iiyesi hayvan lescileridir; ancak bitkisel maddelerle
beslenen tiirleri de mevcuttur. Buna 6rnek olarak; T. granarium tiim gelisimsel
dongiistinii tahil iriinlerinde tamamlamaktadir (Kiselyova ve McHugh, 2006; Zhou ve
ark., 2022). Ayrica, piring ve arpa gibi ekonomik 6nemi olan ve depolanabilen tahil ve
gida maddeleri ilizerinde de ciddi zararlar meydana getirebilmektedir (Olson ve ark.,
2014).

2.2. Trogoderma granarium’un biyolojik gelisimi

Trogoderma granarium yumurta, larva, pupa ve ergin seklinde farkli gelisimsel
donemlerden ge¢mektedir. Trogoderma granarium’un biyolojik gelisimi sicaklik, nem,
151k mevsimsel donemlere gore degisiklik gostermektedir. Gelisim siiresi {izerinde,
beslenme kosullar1 ve 151k yogunlugu oldukea etkilidir. Yasam dongiisii bu kosullara bagl
olarak 26, 166, 220 veya 310 giin dolaylarinda siirebilmektedir (Celik, 2011) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Trogoderma granarium’un yasam dongiisii



Erginler olumsuz kosullarda 147 giine kadar yasayabilmektedir. Larvalar i¢in bu
stire 19°dan 190 giine kadar uzayabilmektedir. Diyapozdaki larvalarin yagam stiresi 8 yila

kadar ¢ikabilmektedir (Burges 1962; Karnavar, 1972; EPPO, 2021).

Trogoderma granarium un gelisimi ve iiremesi i¢in en uygun sicaklik, 25-35 °C
arasindadir. 35-45 °C ise bu tiirlin gelisimi ve iiremesi i¢in en yiiksek sicakliklardir. 45
°C’nin tizerindeki sicakliklarda ise bocekte 6liim goriilmektedir (Wilches ve ark., 2019).
T. granarium’un popiilasyon artis1 tizerinde en gii¢lii fiziksel etkenlerden birisi sicaklik,
digeri de bagil nemdir. Sicak ve nemli kosullarda larva gelisimi yiiksek diizeyde
saglanmaktadir. 35 °C’de ve %73 bagil nemde larva gelisimi 18 giin gibi kisa bir siirede
saglanabilmektedir. 25 °C’de %2 bagil nemde ¢ok diisiik bir gelisim saglanirken, 12 °C
larvanin gelisim esigidir (Howe, 1965; Ozberk ve ark., 2017). Laboratuvar kosullarinda
yapilan calismalarda disi ve ergin yasam siiresi i¢in 25 °C, yumurtlama i¢in 22,5 °C,
yumurta kulugka siiresi i¢in 20 °C, larva ve pupa gelisimi i¢in ise 17,2 °C alt sicaklik

siirt olarak belirlenmistir (Burges, 2008).

2.2.1. Yumurta

Kapra bocegi yumurtalari, parlak beyaz renktedir ve zamanla soluk sarimsi bir
renge doniismektedir. Yumurtanin bir ucu yuvarlak, diger ucu ise sivridir. Yaklagik 0.7
mm boy ve 0.25 mm genislige sahiptir ve icerisinde omurga benzeri yap1 tasimaktadir
(Lindgren, 1955; Harris, 2006). Kulugkadan ¢ikis zamani1 geldikge larva gelisimi igin
karakteristik kahverengi tergitleri ve tily olusumu yumurta zarinin sirt bolgesinde gozle
goriilecek seviyeye ulasir. On kisimda koyu noktalar olusur. Yumurtasmin yuvarlak ug
bolgesi, larvanin posteriorunda bulunan tiiylerle ve larva ile yumurtanin kilifinin arka ucu
arasindaki kivrilan uzun kuyruk nedeniyle koyu kahverengi bir renk olusturur (Sekil 2.2).
Larva gelisimini tamamladiginda, yumurta zarin1 pargalayarak gecmesi ile arka kisminda

yumurta kilifin1 birakir (Hadaway, 1956).



Sekil 2.2. Trogoderma granarium yumurtalari (Sivrikaya, 2023)

2.2.2. Larva

Larvalar tiiylii bir yapiya sahiptir. Larva asamasi 5 veya 6 donemden
olusabilmektedir. Birinci donem larvalari sartya yakin beyaz renkte, 1.6-1.8 mm
uzunlugunda ve 0.25-0.35 mm boyutlarinda viicut genisligine sahiptir. Dordiincii doneme
geldiklerinde ise altin rengine yakin bir kahverengi renk alirlar ve yaklasik 3 mm boya
ulagirlar. Son déneme erigen bir larva 6 mm boya ve 1.5 mm genislige kadar gelisebilir
(Sekil 2.3). Diyapoz durumu séz konusu oldugunda ise larvalarda boyut farkliliklart
olabilmektedir (EPPO, 2013). Trogoderma granarium larvalari birgok depolanmis kuru
gida ile beslenir. Daha ¢ok bugday, arpa, piring gibi tam tahil Giriinlerini tercih ederler
(Lindgren ve Vincent 1959). T. granarium un sindiriminde gorev alan proteolitik ve
amiloitik enzimler; arpa, piring, ¢avdar, bugday ve ceviz gibi bitkilerde incelenmistir.
Enzimler, arpa ve bugday gibi besinlerde yiiksek oranda aktivite gostermesine ragmen,

cevizde en az aktivasyon gostermistir (Majd-Marani ve ark., 2018).
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Sekil 2.3. Trogoderma granarium larvalari

2.2.3. Pupa

Pupa doneminin disileri, erkeklerinden daha biiyiiktiir. Pupanin sirt yiizeyi
titylerle kaplidir. Tiiyler orta hat boyunca belirgin bir ¢ikint1 olusturur. Pupa, larvaya gore
daha acik kahverengindedir (Sekil 2.4). Pupanin alt kismindan viicut pargalari ayirt

edilebilmektedir (Lindgren ve ark., 1955). Erkekler ve disi pupalarin ortalama uzunluklari
sirasiyla, 3.5 ve 5 mm’dir (EPPO, 2013).



Sekil 2.4. Trogoderma granarium pupasi (https://www.istockphoto.com/tr).

2.2.4. Ergin

Ergin kapra bocegi dikdortgen-oval bir sekle sahip olup, yaklasik 1,6-3,0 mm
uzunlugunda ve 0,9-1,7 mm genisligindedir. Erkekler kanat 6rtiilerinde belirgin olmayan
kirmizims1 kahverengi isaretlerle, kahverengiden siyaha kadar koyulasan bir renk tonuna
sahiptir. Dis yiizeyi gri-siyah renkte ve oldukea ince tiiylerle kaplidir (Arrow, 1917).
Erkekler disilerden daha kii¢iik ve koyu renge sahiptir (Sekil 2.5). Disilerin kafas1 daha
kiigiiktiir ve 11 parcali kisa bir antenle biikiilmiistiir. Antenler, pronotumun yan
tarafindaki bir oyuga uyan ii¢ ila bes segmentten olusan bir ¢ubuga sahiptir (Ahmedani
ve ark., 2007; Athanassiou, 2023). Ciftlesmis ve giftlesmemis disiler sirasiyla 4-7 ve 20-
30 giin, erkekler ise 7-12 giin yasayabilmektedir. Erginler u¢gmaz ve ¢ok az beslenirler

(Gourgouta ve ark., 2021).


https://www.istockphoto.com/tr
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Sekil 2.5. Trogoderma granarium’un erkek (sol) ve disi (sag) ergini (https://entomologytoday.org)

2.3. Trogoderma granarium’un zarariin ekonomik etkisi ve 6nemi

Diinya niifusu giin gegtikge ciddi oranda yiikselmektedir ve bu artan niifusa
yetecek oranda gida saglanmasi gerekmektedir. Tahil gibi diinya genelinde insanlarin ana
besin maddelerini olusturan gidalarin korunmalar1 ve siirdiiriilebilirligini saglamak i¢in
0zel emek verilmektedir. Kiiresel olarak Coleptera bocekleri depo iiriinlerine en ¢ok zarar
veren tiirlerin baginda gelmektedir (Almadiy ve Nenaah, 2022). Coleptera boceklerinin
arasinda ise en tehlikeli depo zararlisi olan T. granarium Hindistan’dan kdken alan sicak
ve kuru bolgelerde yaygin olarak goriilen bir zararhidir (Burges, 1959). Bocekler
depolanmug trtinlere verdikleri zararlara gore gesitli siniflara ayrilmaktadir. Bunlar
tirtinlin kendisini yiyen gergek zararlilar, ¢opgiiler, tirtinii etkileyen kiifle beslenenler,
avcilar ve bocek parazitleridir (Howe, 1950). T. granarium iirliniin kendisine zarar veren
bocek sinifi igerisinde yer almaktadir; biitiin ve 6giitiilmis tahillar, yagl tohumlar ve kuru
meyveler en ¢ok zarar verdigi {irlinlerin basinda gelmektedir (Ahmedani ve ark., 2009).
Kapra bocegi depolanmuig iriinlerin kuru agirhiginda ciddi kayiplara neden olmaktadir
(Hayward, 1955). Tahillarin mineral igerigi bakimindan niteligini diisiiriir. Tahilin
barindirdig1 karbonhidrat, protein ve nisastanin eliminasyonuna neden olur ve tahilin
saglacayagi biyolojik faydaya zarar verir (Athanassiou ve ark., 2019). Ayni1 zamanda
bocegin kalint1 birakmasi ile hijyenik olmayan bir tahil ortam1 meydana getirir (Jood ve
Kapoor, 1993). T. granarium’un sekiz yila kadar diyapoz fazinda kalabilmesi ekonomik
yiikli artirmaktadir. Bu nedenle diyapoz mekanizmasinin aydinlatilmasi gerekmektedir

(Burges 1962; Dageri ve ark., 2023).
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Ergin olmaya yaklasan son donem larvalar diyapoza girdiginde, depolanan iiriinii
terk ederek depo alaninin ¢esitli bolgelerine saklanir ve aylarca beslenmeden kalir. Bu
donem insektisitlere kars1 en direngli donemidir. Bunun sonucu olarak ithal edecek iilke,
bocegin tespit edilmesi durumunda malin sevkiyatint durdurabilmektedir (Dick, 1987).
Sicaklik artig1 gibi insektisit olmayan yontemlerle miicadele edilmesi durumlarinda, 1s1ya
kars1 olduk¢a duyarli olan Trogoderma granarium direng gelistirebilmektedir. Bu durum

bocek ile miicadelede ekonomik yiikler yiikleyebilmektedir (Papanikolaou ve ark., 2019).

2.4. Trogoderma granarium’un tespiti

Trogoderma granarium ilk olarak 1948’de Nijerya’da depo triinlerinin biiyiik
hasarina sebep olmast iizerine kendini gdstermistir. Ardindan ingiliz Gida Bakanligi’nin
ithal edilen gida tirtinlerinde barinan tiim dermestidlerin tanimlanmasini istemesi {izerine,
zararlilar arasinda 6nemli bir konuma gelmistir. Bocegin ABD’nin giineybatisinda tespiti
ile birlikte federal bir karantina uygulandiginda, T. granarium depo zararlilar1 arasinda
en problemli bocek halini almistir. Bu durumun ardindan birgok iilke boceklerin
yayilmasini dnlemek i¢in karantina nlemleri almaktadir (Barak, 1989; Viljoen, 1990).
Bocek kolaylikla uluslararasi nakliye yollar1 ve nakliye araglarina gizlenerek, oldukca
genis bir yelpazede yayilim gosterebilmektedir (Paini ve Yemshanov, 2012). Bu durum

T. granarium’un tespitinin 6nemini artirmigtir.

Boceklerin erken tespiti, depo lirlinliniin istilasini olabilecek en kisa siirede
durdurmay1 kolaylastirir ve maliyetli bir miicadeleye girismeye engel olur. Ancak
boceklerin zararsiz birgok bocek tiirii ile morfolojik agidan oldukga benzer 6zellikler
tagimasi tespitini zorlastirmaktadir (Wu ve ark., 2023). Bocek tiirlerinin tespit edilmesi,
spesifik morfolojik 6zelliklerin analiz edilmesinin yani sira korunmus DNA dizilerinin
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kullanarak saptanmasi ile gerceklestirilmektedir.
Bocek tespiti i¢in en ¢ok yararlanilan gen ise mitokondriyal DNA nin sitokrom c oksidaz

alt birimidir (Furui ve ark., 2019).

2.5. Trogoderma granarium’la miicadele yontemleri
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Trogoderma granarium’un yasadigi ve yayilim gosterdigi alanlarda kontroliinii
saglamak amaciyla kimyasal, kimyasal olmayan ve entegre bocek yonetimleri
kullanilmaktadir (Musa, 2009). Bunlarin arasinda en sik kullanilan1 Kimyasal
yontemlerdir. Asagida kimyasal ve kimyasal olmayan yontemler iizerinde detayli sekilde

durulmustur.

2.5.1. Kimyasal yontemler

Kimyasal yontemler, insektisitlerin dogrudan depo {iriinlerine veya depo
alanlarma uygulandig1 g¢esitli kimyasal maddelerdir (Ghimire ve ark., 2016). Metil
bromiir, depo firiinlerinde kullanilan kimyasal maddelerin basinda gelmektedir ve bu
kimyasal hizli bir sekilde etki etmektedir. Yalnizca bocekler degil, ayni zamanda
nematodlar ve bitki patojenik mikroplarinin da kontroliinde bu kimyasal kullanilmaktadir
(Fields ve White 2002). Metil bromiir oldukga etkili bir insektisit olmasina ragmen, 0zon
tabakasini incelten bir maddedir. Son yillarda ¢evresel zararlar: sebebiyle Trogoderma
granarium’un kontrol altina alinmasinda kulanilmamaktadir. Ancak, bazi bocek
tiirlerinin kontroliinde hala kullanilmaktadir (Athanassiou ve ark., 2015). Metil bromiirle
yapilan fumigasyonda T. granarium i¢in gerekli doz yiiksektir ve bu durum, fumigasyon
yapilan depo iiriinlerinde ciddi kalintilara sebep olarak gida kirliligine yol agmaktadir
(Bell ve ark., 1984). Bu durum neticesinde, metil bromiiriin asamali olarak kaldirilmasi
giindeme gelmis ve yerine alternatif fumigantlar bulunmasina yonelik calismalar

yapilmistir (Athanassiou ve ark., 2012).

Daha sonra organofosfatlar, piretroidler ve diatomlu topraklar Trogoderma
granarium’un kontrol altina alinmasi i¢in kullanilmaya baslanmistir. Kapra erginleri bu
kimyasallara kars1 olduk¢a hassasken, larvalari orta derecede etkilenmektedir (Gourgouta
ve ark., 2021). Ogzellikle diyapozda olan larvalar, gelismekte olan larvalara gore
kimyasallara daha fazla tolerans gosterebilmektedir (Banks ve ark., 1985). Kontrolsiiz
uygulamalar nedeniyle en sik kullanilan organofasfat olan fosfine ve tip 2 piretroid olan

deltamethrine karsi boceklerde yiiksek seviyede tolerans gelismektedir (Feroz ve ark.,
2020).

Trogoderma granarium’un kontrol altina alinmasinda kullanilan organofosfat

tirevi olan fosfin, sicak iklimlerde kullanimi elverisli olan bir kimyasaldir. Depo
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tiriinlerinin tamaminin bocekten arindirilmasinda sik kullanilir. Ancak diisiik sicakliklari
goren bolgelerde etkinligi azalmaktadir, bu da gazin maruz kalma siiresinin uzamasina
sebep olmaktadir (Bell ve ark., 1988). Ayni zamanda, fosfin ile yapilan fumigasyonlarda,
Ozellikle 25 °C’nin tlizerindeki sicakliklarda, T. granarium larvalarinin yumurtadan
ciktiktan sonra, fosfine oldukga kolay tolerans gelistirdigi gozlenmistir. (Bell ve Wilson,
1995).

Piretroidler dogrudan merkezi sinir sistemi veya periferik sinirler tizerinde etkili
olan insektisitlerdendir ve coleopterlere karsi sik kullanilan kimyasallardandir (Collins ve
Sinclair, 1988). Bocek biiyiime diizenleyiciler, piretroidlere gore larvalar tizerinde daha
az oldiiriicii etkiye sahiptir, ancak piretroidlerle birlikte kullanildiklarinda kontrol altina
alma giiciinii artirmaktadir (Arthur ve ark., 2018). Kombinasyona ek olarak insektisit
uygulanan alanin maruz kalma siiresi ve insektisit konsantrasyonu da kontrol altina
almaetkinligini yiikseltmektedir (Arthur ve ark., 2020). Deltamethrin ve Cyfluthrin gibi
piretroidler ile bocek biiylime diizenleyicilerden olan metopren ve piriproksifenin beton
yiizeylere uygulandigi bir caligmada, T. granarium erginlerinin 61diigii, ancak larvalarinin
hayatta kaldig1 goriilmiistiir. Ozellikle besinci veya altinct donem larvalarmin, birinci,
ikinci ve tiglincii donem larvalarina gore daha toleransli oldugu goriilmistiir (Arthur ve
ark., 2019). Ayni zamanda, insektisitlerin etkinligi depolarin zemin durumuna goére
degismektedir. Birgok deponun zemini betondur ve organofosfatlarin ¢ogunun beton
zeminde etkinligi azdir. Buna karsilik, piretroidlerin beton ylizeylerde organofosfatlara
gore daha yiiksek etkinligi vardir (Arthur, 1997). Organofosfatlar ve karbamatlarin
gozenekli ve alkalin beton yiizeylerde uygulandiklarinda piretroidlere gore daha sinirlt
etkinlige sahip olduklar1 gozlenmistir (Guedes ve ark., 2008). Uzun omiirlii insektisit
uygulanmis ag gibi kontrol yontemleri, yiizeylerin insektisit etkinligini kisitlamasini
ortadan kaldiran alternatif yontemlerdendir. Bu yontem, T. granarium da dahil olmak
tizere bir¢ok depo zararlisinda kullanilmaktadir. Larvalarin, uzun 6miirli insektisit
uygulanmis aga 30 dk’dan daha kisa siire maruz birakilmasi yeterli olmaktadir

(Domingue ve ark., 2021).

2.5.2. Kimyasal olmayan yontemler

Trogoderma granarium’u kontrol altina almak i¢in kimyasal olmayan yontemler

de kullanilmaktadir. Bu amag i¢in oldukga farkli yollara bagvurulmaktadir. Bunlardan biri
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gama 1sinlaridir. Mansour (2016) yaptigi calismada gama 1sinlarini kullanarak depo
tiriinlerine kimyasallar gibi zarar vermeden bdcegin kontrol altina alinmasi saglanmistir
ve oldukga basar1 saglamistir. Ayn1 zamanda gama 1sinlari, bocek iizerinde bazi biyolojik
degisikliklere yol agmistir, bu da tiiy dokiimii, gelisim siiresinin uzamasi Ve iireme
kapasitesinin azalmasi gibi etkileri igermektedir (Abdel-Kawy, 1999). Kimyasal
yontemler disinda uygulanan yontemlerden biri olan modifiye atmosfer yontemi, bocegin
bulundugu depo iiriinlerinin toksik kalint1 birakmadan temizlenmesini saglamaktadir ve
cevreye zarar1 olmayan bir yontemdir. Yontemde, ortamin karbondioksit, oksijen ve azot
oranlari, normal hava kosullarindan farkli olarak karbondioksit artisi ve oksijen
azalimiyla saglanmaktadir ve yapilan ¢aligmalarda etkin bir zararl kontrolii saglandigi

gozlenmistir (Vassilakos ve ark., 2019).

Zararlinin konrolii i¢in kullanilan birgok yontem, boceklerin tamamen 6liimiine
neden olmayabilir; ancak fizyolojik ve davranigsal etkilere yol acarak boceklerde stres
olusturur, yasam siirelerini kisaltir, tireme kapasitelerini azaltir veya durdurur. Bu durum,
sonraki nesillerde genetik degisikliklere yol agarak kontrolii zorlastiracak bir dizi

potansiyel tepkiye neden olabilir (Guedes ve ark., 2017; Vélez ve ark., 2018).

2.6. Diyapoz

Diyapoz, bir dizi morfolojik, fizyolojik, davranigsal ve biyokimyasal 6zelliklerle
kendini gosteren bocek ve akarlarda yaygin sekilde goriilen bir siiregtir. Diyapozun uygun
zamanda gerceklesmesi, organizmanin biyolojik ve fiziksel ¢evrede olumlu ve olumsuz
kosullara bagari bir sekilde adapte olmasini saglar (Tauber ve ark., 1976). Eger bir bocek
yasam kosullar1 elverigsiz hale geldiginde diyapoz déonemine girmezse, popiilasyon say1s1
diisiik bir seviyeye iner ve daha sonra kosullar elverisli hale geldiginde tiirtinii koruyacak
diizeyde bir popiilasyona ulasamayabilir. Bu durum diyapozun bocek tiiriinii korumak
icin ne kadar Onemli oldugunu gostermektedir (Andrewartha, 1952). Diyapozun
olusmasinda birden fazla etken s6z konusudur. Programlanmis bir genetik mekanizma
oldugu gibi ayn1 zamanda ¢evresel kosullar da diyapoz i¢in 6nemli etkenlerdendir (Hodek
ve Hodkova, 1988). Bir bocegin diyapoza girmesi yasam dongiisiiniin herhangi bir
asamasinda meydana gelebilir; ancak diyapozun meydana geldigi yasam evresi her tiir
icin oldukca karakteristiktir (Andrewartha, 1952; Tauber, 1970b). Aynm1 zamanda,

Andrewartha (1952) diyapozun dinamik bir siire¢ oldugunu, diyapoz esnasinda meydana
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gelen degisikliklerin morfogenezden farkli oldugunu anlatmak igin “fizyogenez” terimini
kullanmistir. Fizyogenez, bircok laboratuvar ve saha caligmalarinda fotoperiyot, nem,
sicaklik, hormonal denge gibi faktorlerin degisiklikleri gozlenerek kanitlanmistir
(Lefevere, 1989; Okuda, 1990; Nakamura, 1997; Numata, 2004). Boceklerde diyapoz,
gelisim donemlerine gore yumurta, larva, pupa ve ergin diyapozu seklinde kategorize
edilmektedir. Diyapoz mevsimsel farkliliklara gore “yaz diyapozu” ve “kis diyapozu”
gibi de kategorize edilebilmektedir. Boceklerin diyapoza girmesi birden fazla asamadan
olusan dinamik bir siirectir (Sekil 2.6). Bu asamalar pre-diyapoz (diyapozun
indiiklenmesi / diyapoza hazirlik), diyapoz (diyapozun baslamasi, diyapozun
stirdiiriilmesi ve diyapozun sonlanmasi) ve post-diyapoz (diyapoz sonrasi geligim)

safhalardir (Kostal, 2006).

2.6.1. Diyapozun asamalari

Pre-diyapoz; diyapoz Oncesi bu dénemde morfogenetik gelisim devam eder,
ancak diyapoza sebep olan dis etkenlerin olusturdugu yanitlar canliy1 diyapoza girmeye
hazirlar (Lees, 1955). Bu donem iki asamada ele alinmaktadir; bunlar, indiiklenme ve
hazirlik asamalaridir. Indiiklenme, literatiirde cevresel etkenlerin fizyolojik gelisimin hiz1
tizerindeki etkilerinin ayirt edilebilmesi i¢in kullanilmaktadir (Kostal, 2006). Hazirlik
asamas1 ise canlmin diyapoza girmeden Once yasayacagl zor kosullar altinda
noroendokrin ve metabolik yolaklarinda gen transkripsiyonlarimi degistirerek, farkl
fizyolojik siireclere girmesi ile karakterize edilir. Bu donem canlinin diyapozdayken
sonuna kadar hayatta kalabilmesi i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Hazirlik doneminde
olusan gen seviyesindeki aktif degisiklikler ek yag rezervlerinin tutulmasi, protein
rezervlerinin artirilmasi gibi bircok fizyolojik yolakta aktivasyona sebep olmaktadir
(Tauber, 1973; Tauber, 1976; Tauber, 1982; Denlinger, 2001).

Diyapoz; bu donemde morfogenez endojen siiregler tarafindan durdurulur.
Degisen ¢evre kosullarina gore fizyolojik sistemler farklilasir. Diyapoz donemi baglama,
stirdirme ve sonlandirma asamalarina ayrilarak incelenmektedir (Hodek, 2003).
Boceklerin diyapozu nasil baslattig1 kesin olarak bilinmemekle birlikte, entomologlar
diyapozun baslangicini genel olarak transkripsiyon seviyesindeki diizenleyici faktorler ve
dokularin zorlu kosullara hazirlanmasiyla agiklamaktadir (Bell, 1994; Denlinger, 2001;

Hodek, 2002). Siirdiirme asamasinda, bireyler gelisimsel olarak duraklama gosterir.



16

Metabolik hiz oldukga diisiik seviyede sabit tutularak devam eder. Bireyler diyapozdan
c¢ikana kadar diyapoz bu sekilde devam eder. Diyapozun siirdiiriilmesi olumsuz kosullar
ortadan kalkana kadar tiirden tiire aylar ya da yillar boyu siirebilmektedir (Tauber, 1973;
Tauber, 1982; Hodek ve Hodkova, 1988; Numata, 2004). Diyapozun sonlanma asamasi,
cevresel kosullarin uygun hale gelmesiyle birlikte diyapozu geciren bireyin gelisimine
devam edebildigi, ancak bu potansiyelin gergeklesmedigi zaman noktasidir (Hodkova ve
ark., 1997; Danks, 2002).

Post-diyapoz; Diyapozun sonlanmasini takip eden siirede gelisimin yeniden
baglamasi beklenmektedir; ancak bireyin ¢evre kosullari uygun olmadigi durumlarda
ekzojen olarak kilitli kaldig1 bir durum s6z konusudur. Post-diyapoz olarak adlandirilan
bu donem, gelisimsel agidan diyapoz sonrasi bir durgunluk donemi olarak ifade edilir

(Hodek, 2002; Kostal, 2006).
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Sekil 2.6. Diyapozun asamalari (Kostal, 2006).

2.6.2. Diyapozun molekiiler mekanizmasi

Bir canlinin diyapoza girebilmesi i¢in, genetik kapasite 6n kosuldur. Bir canly,
diyapoza girmek i¢in gesitli gen gruplarini aktif ya da inaktif hale getirerek diyapoz
donemine hazirlanir. Ozellikle bu siiregte beyin 6nemli bir organdir. Beyindeki genetik
regiilasyonun diyapoz iizerinde onemli etkileri oldugu goézlenmektedir. Bazi genlerin

yiiksek oranda ifade edildigi gbzlenirken, bazi genlerin de ifade edilme seviyesinde
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oldukc¢a azalmalar gézlenmistir (Denlinger ve Bradfield Iv, 1981; Bowen ve ark., 1984;
Denlinger ve ark, 1986). Bazi genlerin ise hi¢ etkilenmedigi normal seviyede ifade
edildigi goriilmektedir. Ayrica, baz1 genler erken diyapoz doneminde bazi genler ise gec
diyapoz doneminde asag1 veya yukariya dogru regiile olabilmektetir. Asagi yonde regiile
olan genlerin basinda metabolizma ile iliskili genler gelmektedir (Denlinger ve ark.,
1992). Bu durum diyapozdaki bireyin, diisik metabolik aktivite gostermesi ile
iliskilendirilmektedir (Feng ve ark., 1998). Bunun yanisira ifade seviyelerinde farkliliklar
gozlenen genler arasinda Is1 Sok Proteini (Heat Shock Proteinleri = HSP'ler) iiyeleri yer
almaktadir. Bu gen ailesi iiyelerinden olan HSP90 diyapoza giren bireyde asagi dogru
regiilasyon gosterebilmektedir. Yine HSP iiyesi olan HSP23 ve HSP70 ise diyapozda
ifade edilme seviyesinde artis gézlenen genler arasindadir. Sarcophaga crassipalpis’de
diyapoz tlizerine yapilan c¢aligmalarda, HSP23 ve HSP70 genlerinin yukari yonde
regiilasyonu izlenirken; HSP90 geninin asag1 yonde regiilasyonu gozlenmistir (Rinehart
ve ark., 2000; Yocum, 1998). HSP23, HSP70 ve HSP90 gibi stres genlerinin diyapozda
ifade seviyelerinin neden degistigi ve ne gibi gorevler yiiklendigi, heniiz tam olarak
aydinlatilmamis olsa bile kriyoprotektif bir rol sagladigi, molekiiler saperon olarak gérev
yaptiklarindan dolay1 diisiik sicakliklarda anahtar metabolik enzimlerin veya yapisal
proteinlerin biitiinliigiiniin korunmasini sagladiklar diistintilmektedir (Yocum ve ark.,
1991; Denlinger ve ark., 2002). Is1 sok proteinlerinin T. granarium’un sogukla
indiiklenmis diyapoz siirecindeki ifade profillerine yonelik yapilan bir ¢alismada HSP60,
HSP68 ve HSP83 genlerinin ifade seviyeleri izlenmistir. Diyapozda bu genlerin yukari
yonde ifade edildigi goriilmiistir (Coban, 2022). Yine kapra boceginde bulunan
Antifreeze protein maxi-like (TgAFP) ve Cold-shock domain-containing protein
(TgCSDP) ile yapilan bir ¢aligsmada, iki genin bocegin sogukla indiiklenmis fakiiltatif
diyapoz siirecinde sogukta sagkalim i¢in 6nemli roller istlenebilecegi belirtilmistir
(Dageri ve ark., 2023). Kapra boceginin soguk ve aglikla indiiklenmis diyapoz
stireclerinde, kiiglik 1s1 sok proteini (SHSP) genlerinin dikkat gekici seviyede ifade
edilmesinin, bdcegin hayatta kalmast mekanizmasina katki saglayabilecegi
vurgulanmistir (Dageri, 2024). Bunlarin disinda diyapozda etkili olan birgok gen ve gen

grubu bulunmaktadir.

2.6.3. Diyapozun hormonal mekanizmasi
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Diyapoz siirecinde endokrin sistem aktif rol iistlenmektedir. Ozellikle bazi
hormonlar diyapozda diizenleyici gorevler almaktadir. Bu hormonlar tiire ve diyapozun
meydana gelme agsamasina gore farklilik gosterebilmektedir. Bu hormonlarin basinda
noropeptit kokenli diyapoz hormonu (DH) gelmektedir. DH’nin histolojik kanitlar
1s181nda sub-6zofegeal gangliyonda tek bir ¢ift sinir hiicresi tarafindan salgilandig: tespit
edilmistir. En 6nemli islevi yumurta diyapozuna giren canlilarda yumurtanin gelisimsel
kaderini belirlemesidir (Fukuda ve Takeuchi, 1967). Izlenimlere gére bu gérevini poliol
sorbitol diizeylerini yiikselterek yapmaktadir (Horie ve ark., 2000). Son zamanlarda
yapilan calismalar 1s18inda metabolik etkilerinin de oldugu ortaya c¢ikarilmistir.
Metabolik etkileri diyapoza girme kararini vermiyor olsa da, diyapozdaki canlinin hayatta
kalmas1 i¢in metabolik ayarlamalar yaparak diyapozun devamliligini saglamaktadir
(Yamashita ve Hasegawa, 1970). Bir diger noropeptit olan protorasikotropik hormon
(PTTH), ilk kesfedilen bocek hormonudur ve bir¢ok bocek tiiriinde pupa diyapozuna
girme kararinda kilit rol oynar (Meola ve ark., 1977). Genellikle pupa diyapozu, PTTH
salimiminin kesilmesiyle ve protorasik bezlerin siirekli gelisimini desteklemek i¢in

gereken ekdisteroidlerin sentezlenmesini baskilamasiyla baslar (Xu ve Denlinger, 2003).

Birgok arastirmaci diyapozun hormonal kontroliinde juvenil hormonlar,
ekdisteroidler ve juvenil hormon ve ekdisteroid sentezini ydneten ndropeptitlerin
oynadig1 rol iizerine odaklanmustir. Juvenil hormon ekstratlarinin ve analoglarinin
enjeksiyonu protorasik bezin aktivasyonuna yol agarak diyapozu sonlandirabilmektedir
(Zdarek ve Denlinger, 1975; Hiruma ve ark., 1978). Ekzojen 20- hidroksi-ekdison
protorasik bez iizerinde benzer bir tropik etki gostererek hizli bir seklide diyapozun
sonlandirilmasim1  saglar. Bu kanitlar 1s18inda, bu tlir hormonlarin diyapozun
sonlandirilmasi igin, gerekli hormonal diizenlemeye katildigi agiga ¢ikarilmistir (Kimura
ve Kobayashi, 1975; Bradfield ve Denlinger, 1980).

Sim ve Denlinger (2008) diyapozda hormonal dengenin saglanmasinda insiilin
sinyal diizenlenmesi iizerine ¢alisma yiiriitmislerdir. Bir sivrisinek tiirii olan Culex
pipiens insiilin sinyalinin ve insiilin sinyal yolundaki bir asagi akis molekiilii olan
Forkhead box-O transkripsiyon faktorii (forkhead transcription factor = FOXO)
molekiiliiniin, diyapoz tepkisine aracilik ettigi izlenmistir. Diyapoza girmeyen
sivrisineklerde insiilin reseptoriiniin RNA interferans ile baskilanmasi ile sivrisineklerin

folikiiler diyapoza girdigi gézlenmistir. Sivrisinekler bu tiirlerde diyapozu sonlandirdigi
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bilinen endokrin tetikleyici bir hormon olan jiivenil hormon uygulamasiyla diyapozdan
cikarilmiglardir. FOXO’ya yonelik ¢ift iplikli riboniikleik asit (double strand ribonucleic
acid = dsRNA) diyapoz igin programlanmis sivrisineklere enjekte edildiginde, sinegin
yag depolamasi 6nemli Ol¢lide azalmistir ve omrii kisalmistir. Sonug olarak, insiilin
sinyalinin kesilmesinin, asagi akis geni FOXO’nun aktivasyonunu harekete gegirerek,
diyapoza neden oldugu goriilmektedir (Sekil 2.7). Bu durum jiivenil hormonun {iretiminin

durmasina da yol agmaktadir (Sim ve Denlinger, 2008; 2013).

A nondiapausing C. pipiens B diapausing C. pipiens
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Sekil 2.7. Diyapozun hormonal mekanizmasi (Sim ve Denlinger, 2008).

2.6.4. Diyapozu etkileyen faktorler

Diyapozu etkileyen faktorlerin basinda fotoperiyot ve sicaklik gelmektedir.
Bunun yani1 sira besin, nem ve popiilasyon yogunlugu diyapozu etkileyen faktorler olarak

ifade edilmektedir. Burada fotoperiyot, sicaklik ve besin tizerinde durulacaktir:

Fotoperiyot; diyapoza giren boceklerin iizerinde en etkili faktorlerden biri
fotoperiyottur. Beck ve ark. (1962) Ostrinia nubilalis iizerinde yapilan ¢alismada uzun
giin bocegi olan bu canlida fotoperiyodun diyapozu indiikleyip indiiklemedigini
izlemislerdir. Sonu¢ olarak diyapozun 10 ila 14 saatlik stokofazlar (1s1k ve karanlik

dongiisiindeki karanlik faz) iceren, dogal olarak meydana gelen fotoperiyotlar tarafindan
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indiikledigi tespit edilmistir. Yine Tauber ve ark. (1970a) Chrysopa carnea boceginde
yaptig1 bir ¢alismada kritik fotoperiyodun 12:12 ile 14:10 arasinda oldugu ve diyapoz
stiresinin fotoperiyodik tiple iliskili oldugunu gostermistir. Bundan iki yil sonra yaptiklari
caligmada ise kesin bir sekilde, fotoperiyodun diyapozun derinligine olan etkisi
gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara bakilirsa, farkli boceklerin farkli 151k
ortamlarinda diyapoz tepkileri Olgilildiigiinde, bdoceklerde fotoperiyodik zaman
Ol¢timiiniin ya salinimsiz kum saati benzeri bir mekanizma ile ya da sirkadiyen sistemin
salinimli bilesenleri tarafindan gergeklestirildigi izlenmistir. Her ikisi de dogru veriler
olsa da, giivenilirligi yiiksek sonuglar degerlendirildiginde, gece uzunlugu 6l¢timiiniin
sirkadiyen sistemin iglevi oldugu ve sirkadiyen zamanlama ile ilgili genlerin ve
proteinlerin de fotoperiyodizmle iliskili oldugu sonucu ¢ikarilmaktadir (Saunders ve ark.,
2004). Sirkadiyen saat, gece ve giindiiziin giinlik dongiisiiyle baglantilidir. Aydinlik ve
karanlik dongiilerine katilma kapasitesinin, incelenen tiim organizmalarda saatin evrensel

bir 6zelligi oldugu kanitlanmistir (Devlin ve Kay, 2001).

Sirkadiyen saatin molekiiler olarak nasil ¢alistigina yonelik bilgiler ilk olarak
Drosophila melanogaster ile yapilan ¢aligmalarla elde edilmistir. Sirkadiyen saat tek
hiicreli siyanobakterilerden insan gibi karmasik bir organizmaya kadar bir¢ok
organizmada mevcuttur. Dongilisel bir ortamda yasanildigi icin biyolojik islevlerin
dongiisel ortama adapte olmay1 kolaylastirdirdigs, bu tiir mekanizmalarin olmasi normal
olarak algilanmaktadir (Williams ve Sehgal, 2001). Fotoperiyot yoklugunda merkezi
sirkadiyen ritim c¢alismamaktadir. Fotoperiyot ve sirkadiyen saat arasinda onemli bir
baglant1 vardir (Kostal ve Shimada, 2001). Fotoperiyodizm ve sirkadiyen ritim genis bir
ortamda bocek biyolojisin devamu i¢in varligini siirdiirmektedir. Bundan dolay belirli
zamanlama mekanizmalarinin anlamini yorumlamak i¢in, tiim organizmanin karmasik

biyolojisinin de dikkate alinmas1 gerekmektedir.

Fotoperiyot, mevsimsel degisimleri giivenli bir sekilde gdsteren parametredir.
Ancak sinyaller bitki, enlem ve mevsime gore ¢ok fazla degisebilir (Danks, 2003). Buna
ek olarak, fotoperiyodik tepkilerin yalmizca sirkadiyen saatle smirli tutmamak
gerekmektedir. Fotoperiyodizmin mevsimsel iligkisini anlamak, bdcegin ekolojik

kosullar altinda meydana getirdigi fizyolojik siiregleri de kavramayi saglar (Danks, 2005).
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Sicaklik, bir bocegin diyapoza girmesinde ¢evresel faktdrlerin baginda gelen bir
durumdur. Sicakliktaki degisiklikler, bocegi diyapoza girmesi i¢in indiikleyen bir
faktordiir. Baz1 bocekler zorunlu olarak genetik ve hormonal mekanizmalarla programli
bir sekilde diyapoza girerken, bazi bocekler i¢in ¢cevresel faktorlerin yagsamlarina elverisli
olmadig1 durumlarda, bu faktorleri cok dnceden algilayarak istege bagl (fakiiltatif) olarak
diyapoza girmeleri s6z konusudur. Boylece bocekler olumsuz kosullar altinda hayatta
kalmay1 basararak, ortam kosullar elverigli hale geldiginde yasam dongiilerine devam
edebilirler. Sicakligin diismesi veya artmasi ile fakiiltatif olarak diyapoza giren bocekler
oldugu gibi, bunun tam tersi sicaklik diisiisiinde veya artisinda diyapoza girmeyen
boceklerde soz konusudur (Denlinger, 1991).

Saunders ve ark. (1980) Sarcophoga argyrostoma biceginde yaptigi bir calismada
yiiksek sicakliklarin diyapozu sonlandirdigini, diisiik sicakligin diyapozu artirdigini, daha
diisiik sicakliklarin ise yliksek larva ve pupa 6liimiine yol agtigini izlemislerdir. Sicaklikla
birlikte fotoperiyodik manipiilasyonlar da yaparak diyapoz insidansi agisindan bocegi
takip etmislerdir. Kisa gecelere gore uzun gecelerde daha fazla pupa Oliimlerini
kaydetmislerdir (Saunders, 1980). Sgolastra ve ark. (2009) yapmis olduklar1 bir
calismada tamamen karanlik bir ortamda fotoperiyottan uzak, zorunlu kis diyapozu
geciren Osmia lignaria boceginde sicakligin  diyapozu baglatma, siirdiirme ve
sonlandirma tizerine etkilerini arastirmistir. Cogu ¢alisma diyapozun baslama siirdiirme
ve sonlandirma Olgiitii olarak gelisimin ve iiremenin agik¢a yeniden basglamasi i¢in
gereken siireyi kullanirken, bu ¢alismada solunum oranlarina bakilarak diyapoz siireci
degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda, sicakligin diismesi ile bireylerin diyapoza
girdigi, sicaklik artis1 olana kadar diyapozda kaldiklar1 ve sicakligin yasam kosullarina
elverisli seviyeye geldiginde ise diyapozdan ¢iktiklart gézlenmistir (Sgolastra ve ark.,
2010).

Bazi bocek gruplart “yaz diyapozu” diye adlandirilan, sicak mevsimlerde
diyapoza girmektedir. Masaki (1978) yaptig1 bir calismada, Japon adalarinin kuzeyindeki
circir boceklerinin bir iki tiirli disinda, digerlerinin yaz doneminde zorunlu olarak
diyapoza girdiklerini gostermistir. Bu tiir boceklerin diyapoz fazi ile sert bir sicak
mevsimi atlayarak, uygun mevsime daha rahat bir sekilde adapte olduklarini izlemistir
Bazi aragtirmacilar bu durumun nadir gozlendigini, yalnizca belirli bir iklim tipinde

yaygin olabilecegini sdylese de, diger ¢alismalar durumun bu sekilde olmadigini, yaz
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diyapozunun bdceklerde mevsimsel evrim hakkinda ciddi bilgiler sundugunu

gostermektedir (Masaki, 1980).

Besin; diyapoz ve kis uykusu gibi ¢ogu canlinin gelisimsel siirecinde yer alan
mekanizmalarda canlilar, molekiiler alt yapilarin1 ¢ogu zaman cevresel degisikliklere
uyum saglamak ve nesillerini devam ettirmek i¢in degistirirler (Tougeron, 2019).
Cevresel degisiklikler tek bir parametre ile kendini gostermez. Bir biitiin olarak karsi
karstya kalmir. Gilin uzunlugunun kisalmasi, sicakligin azalmasi, nem oraninda
degisiklikler ve besinin olduk¢a azalmasi, 6zellikle boceklerde, tiim popiilasyonun
birlikte girdigi bir gelisimsel duraklamaya sebep olur (Bradshaw ve ark., 1977). Besin
kalitesinin ve miktarinin azaldigi durumlar bir canliy1r metabolik yavaslamaya iterek,

diyapoza girme siirecini hizlandirabilir (Istock ve ark., 1975).

Diyapoza giren canlilar ortamda besin tiikendiginde diyapoza girdikleri gibi,
fotoperiyot degisimi ve sicaklik azalis1 gibi kosullarla birlikte de diyapoza girebilir
(Tauber, 1972).

2.6.5. Trogoderma granarium’da diyapoz

Trogoderma granarium istege bagli (fakiiltatif) olarak diyapoza giren bir bocektir.
Bocegin diyapozunu, yasadigi ortamdaki olumsuz ¢evre kosullar belirler. Bu kosullarin
basinda sicaklik ve besin eksikligi gelmektedir. Buna ek olarak bagil nem, popiilasyon
yogunlugu, yiiksek oranda feces varligi bocegin diyapoza girmesinde 6nemli faktorleridir

(Burges, 1959; Nair ve Desai, 1972).

Sicaklik, Trogoderma granarium igin diger bir¢ok bocek tiirlerinde oldugu gibi,
diyapozun baslamasi i¢in olduk¢a 6nemli bir faktérdiir. 7. granarium 'un normal yasama
ve ireme araligr 21-41 °C’dir. Bu araligin alt ya da iist derecelerinde diyapoza
girmektedir; ancak ortamda diyapoza itecek bagka bir unsur s6z olmasi durumunda,
normal sicakliklarda dahi diyapoza girebilmektedir (Burges, 1959; Burges, 1960; Nair ve
Desai, 1972).

Besin, Trogoderma granarium icin eksikliginde diyapoza girilen 6nemli bir

faktordiir. Ortamda, bocegin normal beslenme kosulunun altinda bir miktarda besin



23

bulunmasi durumunda, larvalarin diyapoza girdigi gozlenmistir. Bu kosul altindaki
larvalarda optimal 1s1 araliginin iizerinde ya da altinda 1s1 uygulandiginda ise, diyapoz

insidansinda artis gézlendigi kaydedilmistir (Nair ve Desai, 1972).

%80-90 arasindaki bir nem oraninda, Trogoderma granarium larva ve pupalarinin
yasamlarini siirdiiriip erginlige eriserek tireme devamliligi saglandigi izlenmistir (Shulov,
1955). Bu seviye lizerine ¢ikildiginda ise, larva ve pupa oliimlerinin yiiksek seviyelere
ciktig1 gézlenmistir (Hadaway, 1956). Burges (1963)’in yaptig1 bir ¢alismada, ayrintili
bir inceleme ile en diisiikten en yliksege kadar bagil nem oranlar1 denendiginde, sifir bagil
nem ve %90’lik bir bagil nemin diyapoza giren larva oraninda ciddi artislara sebep oldugu

kanitlanmustir.

Trogoderma granarium son dénem larvalarinin bulundugu ortamin yogun bir
popiilasyona biiriinmesi neticesinde, larvalarin diyapoza girdigi kaydedilmistir.
Larvalarin ortam sicakliginin 30 °C veya altinda diyapoza girmeye daha elverisli oldugu

gozlenmistir (Burges, 1951; Burges, 1959; Burges 1960).

Feges yogunlugunu Trogoderma granarium larvalar igin inceleyen Burges
(1963), yogun popiilasyondaki artigla birlikte diski atiklarinin da arttigin1 ve bunun da
bocegin diyapoza girmesinde etkili oldugunu goézlemlemistir. Ikan ve ark. (1970)
yaptiklar1 bir caligmada diski igeriginde, diyapozun baslamasina sebep olan palmitik,
stearik, oleik ve linoleik asitler oldugu sonucuna varmistir. Linoleik asitle bocegin
beslenmesi veya inflizyonla bocege verilmesi ile bocegin diyapozunun indiiklendigi

kanitlanmustir.

Trogoderma granarium i¢in diyapozun nasil sonlandirildigina dair kesin bilgi
yoktur. Onerilen fikirler ise ortamdaki 1smin bdcegin yasayacagi optimal noktaya
gelmesi, larva kalabaliginin azalmasi, ortamin feges baskisindan kurtulmasi ve taze besin
ortamina erigsim bocegin diyapozdan ¢iktig1 durumlar olarak degerlendirilmistir (Nair ve
Desai, 1973). Kisaca, ortam kosullarinin organizmanin optimal yetisme kosullarina sahip

ve steril oldugu durumlarda, gelisim devam ederek, diyapoz sonlanabilmektedir.

2.7. Glukoneogenez
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Basit karbon kaynaklarindan glikoz sentezi, besin kaynaklari yetersiz oldugunda
hayvanlarin hayatta kalmasi i¢in dnemli bir role sahiptir. Bu yilizden glukoneogenez
yolagi ilkel metazoanlarda ve boceklerde bulunan atasal biyokimyasal siiregleri goz
ontine sermektedir (Miyamoto ve Amrein, 2017). Glukoneogenez, viicudun gliserol,
laktat, piruvat, propiyonat ve glukojenik aminoasitler gibi heksoz olmayan 6nciillerden
glikoz olusmasina olanak saglayan bir yolaktir (Melkonian ve ark., 2019).
Glukoneogenezin glikoz metabolizmasinda Ki essiz yeri birgok canlida belgelenmistir. Tki
karsit hormon olan insiilin ve glukagon kan glukoz diizeyini ayarlamaktadir. Kan glukoz
seviyesi yiikseldiginde insiilin salinimi artarak glikojenez yolagi meydana gelir ve glukoz
yaga dontstiiriiliir (lipogenez). Kan glukoz seviyesi diistiigiinde ise glukogan salgilanarak
depolanmis glikojen glikoza pargalanir. Ancak glikojen tiikkendiginde daha temel karbon
kaynaklar1 olan amino asit ve laktik asit gibi molekiillerden glukoz olusumuna gidilir. Bu
durum da glukoneogenez olarak adlandirilir (Thompson, 2003). Glukoneogenez
genlerinin ifadesi, memelilerde ve boceklerde fonksiyonlarin tam olarak kavranamadigi
birgok organda eksprese edilmektedir (Miyamoto ve Amrein, 2019). Glikojenoliz
(glikojen par¢calanmasi) ya da glukoneogenez (kii¢iik karbon molekiillerinden biyosentez)
yoluyla iiretilen glukoz 11 enzimatik adimda {iretilmektedir. Cogu enzim reaksiyonlari
cift yonlii olarak katalizlense de fosfoenolpiruvat karboksikinaz (PEPCK), fruktoz-1,6-
bifosfataz ve glukoz-6-fosfataz sadece glukoneogenik yolun katalitik enzimleridir
(Zimmer ve ark., 1990; Chen ve ark., 2002). Metabolik enzimler taksonlarda en ¢ok

korunan genler arasindadir (Kunieda ve ark., 2006).

Glukoneogenez yolaginin diizenlenmesi, genel bir bakis acisi ile anlatilacak
olursa; 3 karbonlu bilesik olan piruvattan glikoz katalizlenme siirecidir (Sekil 2.8).
Glukoneogenezde, genellikle bir ila iki aminoasit parcalanmasindan tiiretilen laktat veya
keto-asitten baslayarak piruvat iiretilmektedir. Onciil {iriinii fosfoenolpiruvat (PEP)’tir.
Bu molekiil piruvat kinaz enzimi (PK) ile piruvata doniistiiriiliir. Piruvat, mitokondride
piruvat karboksilaz enziminin karboksilasyonu ile oksalasetata doniistiiriilir. Bu
reaksiyon yag asitlerinin oksidasyonu yoluyla iiretilen ve yiiksek adenozin di-fosfat
(ADP) ve glukoz seviyeleri tarafindan inhibe edilen yiiksek seviyelerde asetil-CoA ile
uyarilir. Asetil-CoA hiicrenin mitokondrisinde piruvattan, piruvat dehidrogenaz (PDH)
enzim kompleksi tarafindan katalizlenerek elde edilir. Oksalasetatin malat araciligiyla
mitokondriyi terk etmesine izin veren bir ara asamadan sonra, oksalasetat dekarboksile

edilir ve daha sonra PEPCK ile PEP olusturmak iizere fosforile edilir. Bu enzim,
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glukoneogenez hizinin diizenleyicisidir ve transkripsiyonu, glukagon, insiilin ve kortizol
gibi birgok hormon tarafindan hedeflenir. Birkag ters glikoliz adimindan sonra friiktoz
1,6-bifosfataz, friiktoz 1,6-bifosfati friiktoz 6-fosfata doniistiiriir. Friiktoz 2,6-bifosfat ve
adenozin mono-fosfat (AMP) bu reaksiyonu inhibe ederken, sitrat friiktoz 1,6-bifosfataz
enzimi aktive eder. Glikoz-6-bifosfat, fosfoglikoizomeraz tarafindan friiktoz 6-fosfattan
olusturulur. Glikoz-6-fosfat, diger metobolik yollarda kullanilabilir veya serbest glikoz
olusturmak tizere glikoz-6-fosfataz tarafindan fosforile edilebilir. Serbest glikoz hiicre
igine veya hiicre disina rahatlikla yayilabilirken fosforile form bunu yapamaz ve hiicre igi
glikoz seviyelerinin kontrol edildigi bir mekanizma saglar (Exton, 1972; Young, 1977;
Hers ve Hue, 1983; Bodner, 1986; O'Brien ve ark., 1990; Chen ve ark., 2002; Kunieda ve
ark., 2006; Hattingve ark., 2018).

--------------------

@ O D ED SN GD D GB GH G5 GD SH ED_ED ED G5 G e ey ~ ’ 2 S
, Glycolysis and glyconeogenesis Sy :‘ Trehalose metabolism E
x Glucose <40 Trehalose |
1 HK 1T G6Pase Y} PP |
] 'l 'l'[)\‘ 1
1 Glucose-6-P —i - > T6p ]
X (,Ht B s
- F-6-P '

1
: ek [feme )
| F-1-6-BP |
! :
- 1
! 1
: . '
| OAA PEPCK > PEP '
o e o e T e e o A i o \
: oC lp[( :l' Pyruvate metabolism
ADIT]
T s - 1 LDI_w L-lactate
\Malate ' » Pyryvate /—‘—{ o
2 _ -7 \_PD>MAcetaldehyde ““» Ethanol

f OGCP Pyrivate  Mitochondrial matrix )

DH
L Acetyl-CoA

€8 L AC
MaAlate MOAA —L>C|trate i—”—blsoci rate

Fumarase IDH
SDH SCS a-KDH
Mumumtc <+——Succinate <« SucCOA +——— -KGT J

Sekil 2.8. Glikoliz ve glukoneogenez yolaginda bulunan enzimatik mekanizma (Hao ve ark, 2016).

Glukoneogenez yolaginda bulunan enzimlerden olan PEPCK, PK, PDH bu tez

calismasinda islendigi i¢in burada detayli agiklamasi yapilacaktir:
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2.7.1. PEPCK (Fosfoenol Piirivat Karboksikinaz)

PEPCK (Fosfoenol Piriivat Karboksikinaz) glukoneogenezin ilk adimini katalize
eden 6nemli bir enzimdir. Oksalaasetati, CO2 ve PEP’e doniistiiriir. Aneorobik (oksijensiz
solunum) metabolizmanin 6nemli bir enzimidir. Glikoz iiretiminde tampon bir gorevi
mevcuttur. Sitozolik ve mitokondriyal olmak {izere iki ¢esidi mevcuttur. Bazi canlilarda
sitozolik formu yogunken, bazi canlilarda ise mitokondriyal formu yaygindir: insanlarda
ise esit oranda dagilim gostermektedir. Hem sitozolik hem mitokondriyal formu 74000
dalton agirligindadir ve monomerik yapidadir yalmiz kinetik ve immiinokimyasal
ozellikler agisindan farklilik gostermektedir (Hers ve Hue, 1983; Hanson ve Hakimi,
2008; Yang, ve ark., 2009). PEPCK’nin sitozolik formu (PEPCK-C)’nun gen
ifadelenmesini artiran ana faktorler arasinda siklik adenozin mono fosfat (c-AMP),
glukokortikoidler ve tiroid hormonu vardir. Insiilin ise siireci tersine geviren antogonistik
etki gosteren hormonal faktérdiir (Hanson ve Reshef, 1997). Karacigerde, bobrek
korteksinde buna ilave olarak kahverengi ve beyaz yag dokusunda bulunur (Croniger ve
ark., 2002; Hanson ve Hakimi, 2008; Yang ve ark, 2009). PEPCK’nin mitokondriyal
formu (PEPCK-M) sitozolik forma gére daha az calisilmistir. Insanlarda dahil olmak
tizere birgok memelide toplam hepatik glukoneogenezde sitozolik formla yar1 yariya etki
gosterirken, bazi canlilarda neredeyse hig etkinlik gostermemektedir. PEPCK enziminin
mitokondriyal formu PEP’in {izerindeki glikolitik ara havuzla iletisim kurabilen 6nemli
bir yoludur (Méndez-Lucas ve ark., 2014). PEPCK-M’in PEPCK-C’ye gore tamamlayici

bir metabolik rolii oldugu izlenmistir (Méndez-Lucas ve ark., 2013).

Pirtivat kinaz (PK) ve piriivat dehidrogenaz (PDH) enzimleri ile uyumlu bir
sekilde etkinlik gosteren PEPCK, hiicresel solunumun aneorobik ayaginda piruvat iiretir
veya biyolojik bir dokuyu donma hasarindan koruyan kriyopropektan molekiillerinin
sentezi i¢in glikoz liretebilmektedir. Bu enzim bu nedenle diyapoza girmeye sebep olan
sicak, soguk, kuruma ve aglik durumlarindaki ani streslerde canliy1r koruma yoniinde
onemli bir iglev gosterir (Lee ve ark., 1981; Lee ve ark., 1987). Hipoksik kosullar altinda,
bocekler aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya gegerler, bu da
glikoliz/glikoneogenez, pentoz fosfat ve fosfoenolpiruvat karboksikinaz (PEPCK)-
stiksinat yollarina gegmeye sebep olur (Hahn ve Denlinger, 2011). Liu ve ark. (2006)

Drosophila melanogaster {izerinde yapilan bir ¢alismada oksijensiz ortamda birakilan
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canlida yapilan gen ifade analizlerinde, PEPCK ifadesinin yukari dogru bir regiilasyon

gosterdigi goriilmiistiir.

2.7.2. PK (Piruvat Kinaz)

Piriivat kinaz (PK) PEP’in piruvata tersinir bir sekilde doniisiimiinii kataliz eden
enzimdir (Reeves, 1968). PK enziminin en 6nemli noktasi glikoliz ve glukoneogenez
dengesinin kontroliinde 6nemli kilit enzimlerden biri olmasidir (Sekil 2.8). Soyle ki PK’1n
katalize ettigi piruvat metabolizmada, bircok basamagin 6nciil tirliniidiir. Bu durumda
PK’nin metabolik yoldaki kesisme noktasinda oldugunu gosterir (Kayne, 1973). Piruvat
kinaz, c-AMP’ye bagli protein kinaz tarafindan fosforile edilerek aktif hale getirilir.
Tetramer yapisinda oldugu igin iki ila dort fosfat grubunun eklenmesi ile fosforilasyonu
saglanir. Daha sonra PEP’in piruvata donmesini saglar. Bu olay1 katalize ederken bir adet
ATP olusumu da saglar. Defosforile olmasi ile inaktif hale gelir (Jett ve ark., 1981; Pilkis
ve ark., 1988). Diyapoz gibi metabolizmanin olduk¢a diisiik seviyede c¢alistigi
durumlarda, geri doniisiimlii bir metabolik baskilama meydana gelir. Laboratuvar
caligmalarinda enerji elde edilen yolaklardaki kilit enzimler {izerinde durulmustur ve bu
enzimler genis filogenetik hatlarda ortaya ¢ikarilmistir. Bu Kilit enzimler, protein kinaz
ve protein fosfataz eylemleriyle kontrol edilen geri dontisimlii fosforilasyona tabi
olmaktadirlar. Bu enzimlerden biri olan PK, vyapilan bir c¢alismada deniz
yumusake¢alarinda meydana gelen hipometabolik hadiseler dolayisiyla oksijenli
solunumun azalmasina bagli olarak fosforile olmasi ile inaktif hale gelmistir. PEP’in
piruvata doniigimiinii saglayamadigi i¢in PEP’i, PEPCK reaksiyonuna itmistir ve
ardindan PEP’i siiksinat sentezi reaksiyonlarina yonlendiren karbonhidrat akigini

kolaylastirmistir (Storey, 1993, 1996; Storey ve Storey, 2004).

2.7.3. PDH (Piriivat Dehidrogenaz)

Piruvat dehidrogenaz (PDH) ii¢ ana katalitik birimden olugmaktadir. Prokaryotik
ve Okaryotik hiicrelerde ii¢ katalitik enzimin ¢oklu kopyalarini olustururlar. Piruvat
dehidrogenaz (E1), dihidrolipoamid asetiltransferaz (E2) ve dihidrolipoamid
dehidrogenaz (E3)’dir. E1 ve E2, asetil-CoA’y1 iiretirken, FAD/NAD’a baglh E3, redoks
geri doniistimiinti gergeklestirir (Sekil 2.8). E1, tiamin difosfata bagimli bir enzimdir.

Enamin ara {irlinii olusturarak pirtivatin CO2’ye dekarboksilasyonun ve kovalent olarak
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bagl lipoil gruplarinin indirgeyici-asetilasyonunu saglar. E2, asetil-CoA olusturmak igin
bir asetil parcasinin CoA’ya transferini katalize eder. E3 ise, Elektronlarin E2’nin
dihidrolipoil kisimlarindan FAD ve sonra NAD’a transferini gergeklestirir (Patel, 1990;
Brown ve ark., 1994; Patel ve ark., 2014). Piruvat dehidrogenazin (PDH) diizenlenmesi
glukoz dengesinin diizenlenmesinde 6nemlidir. PDH’1n regiilasyonu, post-translasyonel
mekanizmalarla (fosforilasyon/(defosforilasyon) ve transkripsiyonel mekanizmalarla
dikkatli bir sekilde yiiriitiiliir. Post-transkripsiyonel diizenlemeler yalnizca kinazlarin ve
fosfatazlarin dokuya 6zgili dagilimini igeren bilesenlere bagli degildir. Enerji durumunun
gostergeleri olarak intra-mitokondriyal redoks durumuna ve metabolit seviyelerine gore
de diizenlemeler yapilmaktadir. Uzun vadeli siirecte ise transkripsiyonel diizenleme
yapilmaktadir ki PDH’in regiilasyonu i¢in daha karmasik bir siirectir (Patel ve
Korotchkina, 2006).

Diyapoz gibi metabolik baskilamanin oldugu durumlarda yakit metabolizmasi
yeniden diizenlenmektedir. Karbonhidrat katabolizmasi1 olduk¢a diisiik seviyelere
getirilerek lipidoksidasyona gecis kolaylastirilmaktadir. Burada en 6nemli enzimlerden
olan biri TCA dongiisiine karbonhidrat girisini saglayan PDH enzimi goze ¢arpmaktadir.
Metabolik aktivitenin en alt noktalara getirilecegi durumlarda PDH enzimi giiglii bir
sekilde fosforilasyon ile inhibe edilerek glukoneogenez yolaginin 6nii agilmis olur

(Brooks ve Storey, 1992; Brooks ve Storey, 1997).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Yapilan bu tez c¢alismasinda Trogoderma granarium (Everts) (Coleoptera:
Dermestideae) bocegi kullanilmistir. Deneyler, Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM) ve Necmettin Erbakan Universitesi
Fen Fakdiltesi’nde yapilmistir.

3.1. Kapra boceginin Laboratuvar ortaminda yetistirilmesi

2 kg tane bugday (Triticum aestivum L.) tartildiktan sonra 500 g’lik miktarlar1 dort
ayri kaba paylastirllmistir. Bugdaylar etiivde, 55 °C’de 6 saat steril edilerek,
kontaminasyondan armdirilmistir. Trogoderma granarium kiiltiirleri, 11,5 cm ¢apinda ve
18,5 cm yiiksekliginde petri kaplarinda yetistirilmistir. Kapaklari, hava akisini saglamak
ve boceklerin kagmasini engellemek amaciyla tiil bezle kaplanmistir. Bocek kiiltiiriiniin
cogalmasi igin etiiv 33 + 1 °C sicaklik ve %65 + 5 bagil neme ayarlanmis, her bir kaba

yiiz adet son donem larva ilave edilmistir.

3.2. Diyapozun indiiklenmesi

Boceklerin diyapoz indiikklenme asamasi, Dageri (2024)’nin yaptigi sekilde
gerceklestirilmistir. Aclik diyapoz grubunu olusturmak icin, besinci dénem larvalar ayri
bir Petri kabina tasinmistir. Larvalara ilk olarak, bir hafta boyunca 5 g bugday verilmistir.
Ikinci hafta 2.5 g bugday verildikten sonra, bdcekler sekiz hafta boyunca besinsiz
birakilarak diyapoz siireci izlenmistir. Ac¢lhigin {iglincli haftasindan sonra larvalarda
karakteristik diyapoz belirtileri gozlenmistir. Sekizinci haftanin sonunda ise alt1 giin
siireyle besin saglanarak diyapoz sonlandirilmistir. Birinci, tigiincii ve altinct giinlerden
toplanan Ornekler, post-diyapoz fazini olusturmustur. Pre-diyapoz, diyapoz ve post-

diyapoz fazlarindan toplanan 6rneklere dair diyagram Sekil 3.1°de verilmistir.

Soguk diyapozu deneyinde, son donem larvalarin sicakliklari, 33 + 1°C'den
baslayarak haftalik yaklagsik 5°C'lik kademelerle 5 + 1°C'ye kadar diisiiriilmiistiir. 5 °C'de
dort hafta siirdiirtilen diyapoz faz1 sonrasi, sicaklik tekrar 33 + 1°C'ye ¢ikarilarak diyapoz
sonlandirilmistir. Birinci, tiglincii ve altinci giinlerden toplanan 6rnekler, post-diyapoz

fazin1 olusturmustur. Pre-diyapoz, diyapoz ve post-diyapoz fazlarindan toplanan
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orneklere dair diyagram Sekil 3.2°de verilmistir. Her iki diyapoz grubundaki kontrol
gruplari, standart yetistirme kosullari altinda tutulan besinci donem larvalardan

olusmustur. Bu 6rnekler ve diyapoz 6rnekleri RNA izolasyonuna tabi tutulmustur.

Pre-diyapoz Diyapoz Post-diyapoz

Beslenme siireci

1H 2H 3H 4H 8H 1G 2G 6.G

Sekil 3.1. Ac¢lik baskisi ile indiikklenen diyapoz siirecinin sematik gosterimi. Haftalar “H” harfi seklinde,
giinler “G” harfi seklinde yazilmistir. 1.H pre-diyapoz fazini gostermektedir. 2.H, 3.H, 4.H ve 8.H diyapoz
fazim1 gostermektedir.1.G, 2.G ve 6.G ise post-diyapoz fazin1 gostermektedir.

Pre-diyapoz Diyapoz Post-diyapoz
25°C

1.H 2.H 3H 4H 5H 9.H 1G 3G 6G

Sekil 3.2. Soguk baskist ile indiiklenen diyapoz siirecinin sematik gosterimi. Haftalar “H” harfi seklinde,
giinler “G” harfi seklinde yazilmigtir. 1.H pre-diyapoz fazim1 gostermektedir. 2.H, 3.H, 4.H, 5.H ve 9.H
diyapoz fazin1 gostermektedir. 1.G, 3.G ve 6.G ise post-diyapoz fazini géstermektedir.

3.3. RNA izolasyonu

Aclik ve soguk diyapozu ile kontrol drneklerinden, NucleoZOL (Machery-Nagel
GmbH, Diiren, Almanya) reaktifi ile total RNA izolasyonu gerceklestirilmistir. Tiim
deneyler, ti¢ biyolojik ve ii¢ teknik tekrar seklinde yapilmistir. Yaklasik 50 mg 6rnek, 500
ul NucleoZOL reaktifi iceren mikrosantrifiij tiipiinde mikro havaneli yardimiyla
homojenize edilmistir. Daha sonra tiiplere 200 pl ultra saf su ilave edilerek 15 s
calkalanmistir. Tiipler 5 dk oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra, 15 dk 12.000 x g’de
santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant, steril bir santrifiij tiipiine aktarilmis ve tiipe
500 pl izopropanol eklenerek 10 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra, tiip
10 dk siire ile 12.000 x g’de santrifiije tabi tutularak orneklerin total RNA’lari
coktiiriilmiistiir. Tiipiin alt kisminda goriiniir sekilde bulunan RNA pelleti, iki kez

%75’lik etanol 500 pl ile 8.000 x g’de 3 dk santrifiij edilerek yikanmustir. Elde edilen
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pelletin {izerine 50 pl ultra saf su eklenerek RNA ¢dzdiiriilmiistiir. Orneklerin, Multiskan
GO Mikroplaka Spektrofotometresi (Termo Fisher Scientific, MA, ABD) ile RNA
konsantrasyonu, 260/280 nm ve 260/230 nm’deki saflik absorbans degerleri dl¢iilerek

tespit edilmistir.
3.4. cDNA sentezi

OneScript® Plus ¢cDNA Sentez Kiti (ABM Good, Kanada) kullanilarak
tamamlayict DNA (CDNA) sentezi yapilmistir. izole edilmis RNAlar iireticinin belirttigi
protokol uygulanarak cDNA’ya gevrilmistir (Cizelge 3.1). Belirtilen miktarda cDNA
sentez reaktiflerini igeren tiipler, ilk olarak 55°C’de 15 dk inkiibasyona alinmis, ardindan
85°C’de 5 dk inkiibe edilerek cDNA sentezi gergeklestirilmistir. Daha sonra cDNA’larin
konsantrasyon ve saflik 6l¢iimii, Multiskan GO Mikroplaka Spektrofotometresi ile tayin
edilmistir. Ornekler RT - gPCR uygulamalarinda kullanmak iizere -20 °C'de saklanmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan cDNA sentez reaktif tiriinleri.

Reaktif driinleri Hacim(ul)

5X RT Buffer 4 pL

Primerler 1ul
Deoksiniikleotid Karisimi (10 mM) 1uL

Reverse Transcriptase Enzimi (20U/pL) 1pul

Total RNA 1ng-2pug

Ultra saf su 20 pl’ye tamamlanir.

3.5. Secilen genlere uygun primerlerin tasarlanmasi

Tez caligmasi kapsaminda TQPEPCK, TgPK ve TgPDH genleri kullanilmistir.
Genlere ait dizi bilgileri, Dageri ve ark. (2022) tarafindan olusturulan cDNA kiitiiphanesi
incelenerek, elde edilmistir. Housekeeping gen olarak B-aktin (TQACT) kullanilmistir
(Dageri ve ark., 2023). Integrated DNA Technologies (IDT)
(https://eu.idtdna.com/Primerquest/Home/Index) sitesi araciligi ile primerlerin tasarimi

gerceklestirilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Tez ¢aligmast i¢in elde edilen primerler.

Gen ad1 Primerler (5’-3°)

TgPEPCK Forward: AGACTGGCAAGGCCGACCCAT
Reverse: CTTCAGAGGCTTCCCAGTGA
TgPK Forward: TCAATTTGCCTGGTGTAGCCG
Reverse: TTCTGGTGAGGGCAGCAGCGT
TgPDH Forward: CACACGGCTGGACACATATAATG
Reverse: CGACAATTCCATTGCCACCATAG
TgACT Forward: ATGGCGTGTGGCAAAGCGTAA

Reverse: CCTTCAACACACCAGCTATGT
3.6. RT — gPCR analizi

QuantStudio 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) cihazi ile RT-gPCR
analizi yapilmistir. Deneyler i¢in, FastStart Essential DNA Green Master Mix (Roche) ile
reaksiyonlar hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Hazirlanan reaksiyonlar, cihazda 95°C'de 10 dk
On inkiibasyona tabi tutulmustur. Bunu takip eden siirede 95°C'de 10 s 1sinma, primerlerin
spesifik baglanma sicakliklarina gore 10 s siireyle baglanma ve son olarak 72°C'de 10 s
siireyle uzama asamalari iceren 40 dongii seklinde calisilmistir. Ardindan 10 s 40 °C'de
sogutma islemine tabi tutulmustur. Reaksiyon basamaklarinin ardindan, iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak erime egrisi analizi gerceklestirilmis ve her fragmentin
biitlinliigi teyit edilmistir, ayrica olas1 kontaminasyonlar kontrol edilmistir. Tiim 6rnekler
icin ti¢ teknik tekrar yapilmis ve TJPEPCK, TgPK ve TgPDH genlerinin goreceli ifade
seviyeleri, housekeeping gen TgACT ile karsilastirilarak 2724t bagil nicel ydntem
kullanilarak hesaplanmistir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Cizelge 3.3. RT - qPCR calismasinda kullanilan reaktifler ve hacimleri.

Reaktifler 1X Hacim (ul)

DNA Green Master 10 uL
Forward Primer (10 pL) 0.75-1,5 pL
Reverse Primer (10 pL) 0.75-1,5 pL

cDNA 1-100 ng
Ultra Saf Su -pL

Toplam Hacim 20 pL
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3.7. Secilen genlerin biyoinformatik ve filogenetik analizi

TgPEPCK, TgPK ve TgPDH genlerinin varsayilan protein dizilimlerini
belirlemek i¢in, ilgili cDNA'larin tahmini agik okuma gergeveleri, NCBI ORFfinder araci

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder) ile belirlenmistir. Ug genin niikleotit dizisinin

diger genlere benzerlik oranlart BLAST (Basic Local Aligment Search Tool — Temel

Yerel Hizalama Araci) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) araci kullanilarak

saptanmustir. Proteinlerin, tahmini molekiiler agirliklar1 ve izoelektrik noktalar1 (pl)
Compute pl/Mw arac1 (https://web.expasy.org/compute_pi/) kullanilarak belirlenmistir.
TgPEPCK, TgPK ve TgPDH tahmini proteinlerinin olas1 domain ve motif taramas: NCBI

Conserved Domain  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)  ve

ScanProsite  (https://prosite.expasy.org/scanprosite/)  kullanilarak  arastirilmustir.

Trogoderma granarium'a ait tahmini PEPCK, PK ve PDH protein dizileri, ii¢ farkli
coleopter bocege ait gen dizileri ile MUSCLE

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/muscle) aract kullanilarak hizalanmistir ve

ardindan BoxShade araci (https://junli.netlify.app/apps/boxshade/) ile renklendirilmistir.

TgPEPCK, TgPK ve TgPDH’nin tahmini ii¢ boyutlu protein yapis1 Phyre?
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html) kullanilarak elde edilmistir.

Filogenetik agaclar olusturmak igin farkli boceklere ve T. granarium'a ait PEPCK,
PK ve PDH aminoasit dizileri NCBI veri tabanindan elde edilmistir ve MEGA 7
programina yiiklenmistir (Kumar ve ark., 2016). Coklu dizi hizalamasi ClustalW
programi kullanilarak yapilmistir. Hizalanan dizi dosyasi, komsu birlestirme (Neighbor
joining) yontemi ile 1000 tekrarli onyilikleme sekmesi (Bootstrap: 1000) segilerek,
filogenetik agaclar elde edilmistir (Saitou ve Nei, 1987).

3.8. Verilerin istatistiksel analizi

Minitab Ltd. tarafindan gelistirilen Minitab 19.0 yazilimu ile istatistiksel analiz
gerceklestirilmistir. Tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanilarak uygulamalar
arasindaki istatistiksel anlamlilik farkliliklar1 belirlenmis ve bunun ardindan Tukey HSD
(Honestly Significant Difference) testi yapilmigtir. Test sonucunda, istatististiksel olarak

0.05'ten kiiclik p degeri anlamli olarak degerlendirilmistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://prosite.expasy.org/scanprosite/
https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/muscle
https://junli.netlify.app/apps/boxshade/
http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Biyoinformatik ve filogenetik analiz

4.1.1. TYPEPCK geninin biyoinformatik ve filogenetik analizi

2985 niikleotit uzunluguna sahip TJPEPCK geni 651 aminoasit kodlayan, 1956

niikleotit i¢eren agik okuma gercevesine sahiptir. Tahmini aminoasit dizisi, Drosophila

melanogaster (P20007.2)’de bulunan Fosfoenol piriivat karboksikinaz ile %70.86

benzerlik gostermektedir. BLAST sonucuna gore TJPEPCK, PEPCK enziminin sitozolik

formudur. TQPEPCK "nin teorik pl ve molekiiler agirligi sirasi ile 8.28 ve 72.327 kDa’dir.

TgPEPCK, glukoneogenezde aktif rol iistlenen PEPCK (GTP) siiperailesi iiyelerindendir.

ScanProsite tarafindan korunmus motifi FFSACGKTN olarak tahmin edilmistir ve aktif

bolgesinin sistein (C) aminoasidi oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Leptinotarsa decemlineata (XP_023026296.1), Tribolium madens (XP_044265737.1), Tribolium
castenaum (XP_975997.1) ve Trogoderma granarium’un PEPCK aminoasit dizi hizalanmasi. PEPCK
(GTP) enzim siiper ailesi yesil vurgu, FPSACGKTN korunmus motif sar1 vurgu, aktif bolge kalintist
kirmizi vurgu ile belirtilmistir.

Ug boyutlu protein modellemesi c2geyA sablonu (PDB erisim no: 2gey)

tizerinden olusturulmustur; %100 giiven oraninda, %67 benzerlik gostermistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. TYPEPCK nin ii¢ boyutlu tahmini protein yapisi.

TgPEPCK olusturulan filogenetik agagta, Coleoptera takimindan Asbolus

verrcucosus, Tribolium castenaum, Aethina tumida ve Leptinotarsa decemleniata ile ayni
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nod altinda dallanmustir. Iki ana dal altinda {i¢ alt dalin meydana geldigi agagta, her bdcek

kendi takimina uygun sekilde kiimelenmistir (Sekil 4.3).

71 Zootermopsis nevadensis
100 _I Periplaneta americana
100 Blattella germanica
Gryllus longicercus

sS4 r Schistocerca gregaria

100 L schistocerca americana
Leptinotarsa decemlineata
TROGODERMA GRANARIUM

Aethina tumida

97

98
& Asbolus verrucosus

100 : Tribolium castaneum
Culex quinquefasciatus

08 — Phlebotomus argentipes
100 b Tutzomyia longipalpis

_
0.05

Sekil 4.3. 13 adet farkli bocekten elde edilen PEPCK’lardan olusturulan filogenetik agag. Filogenetik
agacta kullanilan boceklerin isimleri ve Genbank accession numaralart su sekildedir: Zootermopsis
nevadensis, XP_021918257.1; Periplaneta americana, KAJ4428710.1; Blattella germanica, PSN39125.1;
Gryllus longicercus, KAK7789390.1; Schistocerca gregaria, XP_049833816.1; Schistocerca americana,
XP_047001685.1; Leptinotarsa decemlineata, ARI45072.1; Aethina tumida, XP_019866924.2; Asbholus
verrucosus, RZC33038.1; Tribolium castaneum, XP_975997.1; Culex quinquefasciatus, EDS35056.1;
Phlebotomus argentipes, XP_059607541.1; Lutzomyia longipalpis, XP_055692844.

4.1.2. TgPK geninin biyoinformatik ve filogenetik analizi

1850 niikleotit uzunlugundaki TgPK geni 533 aminoasit kodlayan, 1602 baz dizisi
iceren acik okuma ¢ercevesine sahiptir. TgPK tahmini aminoasit dizisi, Drosophila
melanogaster (0626119.2) Pirtivat kinazinin amino asit dizisi ile %72.04 benzerlik
gostermektedir. TgPK nin teorik pl ve molekiiler agirhigi sirast ile 7.91 ve 57.753
kDa’dir. PK, glikolizi diizenleyen PK siiperailesine iiye olan 6nemli bir allosterik
enzimdir. IMIISKIENQQGM aminoasit dizisi ScanProsite tarafindan varsayilan

korunmus motif olarak bulunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Aethina tumida XP_019875157.1), Dendroctonus ponderosae (XP_048524062.1), Tribolium
castenaum (XP_966698.) ve Trogoderma granarium’un MUSCLE arac1 kullanilarak PK aminoasit dizi
hizalamasi. PK enzim siiperailesi yesil vurgu, IMIISKIENQQGM korunmus motifi sart vurgu ile

belirtilmistir.

TgPK ti¢ boyutlu modellemesi, c6du6D sablonu (PDB erisim no: c6du6)

tizerinden %100 giiven oraninda olusturulmus ve sablona %76 benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. TgPK’nin {i¢ boyutlu tahmini protein yapisi

PK aminoasit dizileri ile elde edilen filogenetik agacta, ilgili taksonlarin bir arada
kiimelendigi kopya agaglarin yiizdesi (1000 kopya) dallarin yaninda gosterilmistir.
Filogenetik agac analiz edildiginde 2 ana dal altinda 3 alt dal olugmustur. Trogoderma
granarium ile coleopter takimina ait bocekler ayni dal altinda kiimelenmistir. Diger

bocekler ise kendi taksonomisine uygun bir sekilde kiimelenmistir (Sekil 4.6).

52 Tribolium castaneum
85 TROGODERMA GRANARIUM
99 Anoplophora glabripennis
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Sekil 4.6. 10 adet farkli bocekten elde edilen PK’lardan olusturulan filogenetik agag¢. Filogenetik agacta
kullanilan boceklerin isimleri ve Genbank accession numaralari: Tribolium castaneum, XP_966698.2;
Anoplophora glabripennis, XP_018565355.1; Dendroctonus ponderosae, XP_048524062.1; Holotrichia
oblita, KAI4458810.1; Zootermopsis nevadensis, XP_021919879.1; Cryptotermes secundus,
XP_023719209.1; Periplaneta americana, KAJ4450257.1; Venturia canescens, XP_043274285.1;
Solenopsis invicta, XP_039310598.1; Nomia melanderi, XP_031834387.1.

4.1.3. TgPDH geninin biyoinformatik ve filogenetik analizi

1673 niikleotit uzunlugundaki TgPDH geni 399 aminoasit kodlayan, 1200
niikleotit dizisi iceren bir agik okuma ¢ercevesine sahiptir. Tahmini aminoasit dizisi,
Caenorhabditis elegans (P52899.1)’dan Piriivat dehidrogenaz E1 komponent subunit alfa
mitokondriyal ile %64.54 benzerlik gostermektedir. TgPK nin teorik pl ve molekiiler
agirligi sirast ile 8.81 ve 43.822 kDa’dir. Tiamin pirofosfat enzim ailesine {iye olan PDH
geri doniistimlii dekarboksilasyon da dahil olmak {izere ¢esitli reaksiyonlar: katalize

etmek i¢in kofaktor olarak kullanilan tiamin pirofosfat Sekil 4.7°de belirtilmistir.
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Sekil 4.7. Leptinotarsa decemlineata (XP_023024898.1), Tribolium madens (XP_044269622.1),
Anoplophora glaripennis (XP_018577560.1); ve Trogoderma granarium’un MUSCLE araci kullanilarak
PDH aminoasit dizi hizalamasi. Tiamin pirofosfat enzim ailesi korunmus bdlgesi (yesil vurgu) ile
belirtilmistir.

Tahmini aminoasit dizisinin tahmini {i¢ boyutlu protein yapist %100 giiven
oraninda %59 benzerlik ile d2ozlal sablonu (PDB erisim no: 2o0zl) kullanilarak

olusturulmustur (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. TgPDH’nin ii¢ boyutlu tahmini protein yapisi.

TgPDH amino asit dizisinin, diger bocek PDH’leri ile hizalanmasi sonucu elde
edilen filogenetik agacta, iki ana dal altinda ii¢ alt dal olusmustur. TgPDH Coleoptera
takimina ait boceklerin PDH’lar1 ile ayni dal iizerinde kiimelenmistir. Diger bocekler ise

kendi taksonomisine uygun bir sekilde kiimelenme gostermistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 10 adet farkli bocekten elde edilen PDH’lardan olusturulan filogenetik agag. Filogenetik agacta
kullanilan boceklerin  isimleri ve Genbank accession numaralari: Zootermopsis nevadensis,
XP_021928410.1; Cryptotermes secundus, XP_023721598.1; Coptotermes formosanus; GFG37618.1,
Ooceraea biroi; XP_011330786.1, Solenopsis invicta; XP_039314332.1, Wasmannia auropunctata;
XP_011696987.1, Aquatica leii; KAK4872795.1, Anoplophora glabripennis; XP_018577560.1; Aethina
tumida, XP_049819838.1; Cylas formicarius, XP_060519481.1.

4.2. TQPEPCK, TgPK ve TgPDH genlerinin diyapozla iliskili ifade seviyelerinin

analizi

Trogoderma granarium’un aglk ile tetiklenen diyapozuna iliskin gen ifade
modelleri incelendiginde, TJPEPCK geninin pre-diyapoz siirecinde asagi yonde regiile
oldugu goriilmistir. Ac¢hgin dglincii haftasinda ise en yiiksek ifade seviyesine
rastlanmistir. Bunu takip eden dordiincii, sekizinci haftalar ve post-diyapozun birinci
giinlinde hafif seviyede yukari yonde regiile oldugu gortilmistiir. Birinci, ikinci hafta ve
post-diyapozun Tgciincli giinlinde ise ifade seviyesinin neredeyse degismedigi
goriilmiistiir. Beslenme fazinda oldugu post-diyapozun altinci giiniinde ise yeniden asagi

yonde regiile oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10).



42

3 -
2 a
$25 - ¥
>
g 21 .
a
S5 ab - ab
4 ab - L ab
E 1 - b - -
E -
905 A >
Hel
© 9
N N N N Q Q N Q
& & &£ &£ & & £ £
() () () (] (] \0 \Ql \0
& & & & & ) ) )
& & & & & & & &
N N N N N S S AN
S ) & & & (3 (<3 (<
& §F & & F v ” ©
N Vv oy » @
Diyapoz v Post-diyapoz

Sekil 4.10. TQPEPCK’nin aglik diyapozu siiresince goreceli mRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H), Diyapoz
(2.H, 3.H, 4.H, 5.H, 9.H) ve Post-diyapoz (1.G, 3.G ve 6.G).

Trogoderma granarium’un soguk diyapozu orneklerinde TJPEPCK geninin en
fazla dokuzuncu haftada 5 °C’de ifade edildigi gdzlenmistir. Ugiincii, ddrdiincii ve besinci
haftalarda da benzer seviyede (yaklasik olarak bes kat fazla) yukar1 yonde ifade edildigi
gbzlenmistir. Bu gen igin asag1 yonde regiilasyona pre-diyapoz, ikinci hafta ve post-
diyapozun ilk ve ikinci giin 6rneklerinde rastlanmistir. Post-diyapozun altinci giiniinde

ise yaklasik iki kat oraninda ifade artis1 gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. TJPEPCK’ nin soguk diyapozu siiresince goreceli mMRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H 25 °C),
Diyapoz (2.H 20 °C, 3.H 15 °C, 4.H 10 °C, 5.H 5 °C, 9.H 5 °C) ve Post-diyapoz (1.G 33 °C, 3.G 33 °C ve
6.G 33 °C).

Trogoderma granarium’un aglik diyapozu orneklerinde, TgPK geni en fazla
(yaklasik yedi kat) post-diyapozun birinci giliniinde ifade edilmistir. Bu fazin iiglincii
giinii yukar1 yonde regiile olurken, altinci giinii ise ifade seviyesinin degismedigi
gozlenmistir. A¢ligin ikinci, tgiincii, dordiincii ve sekizinci haftalarinda yukar:t yonde
regiilasyon goriiliirken (yaklagik 2 kat), pre-diyapoz fazinin ilk haftasinda ise agsagi yonde
regiile olmustur (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. TgPK’nin aglik diyapozu siiresince goreceli mRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H), Diyapoz
(2.H, 3.H, 4.H, 5.H, 9.H) ve Post-diyapoz (1.G, 3.G ve 6.G).
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Soguk diyapozu orneklerinde TgPK geninin, en yiiksek seviyede ifade edildigi
fazin, diyapozun besinci haftasinda oldugu gézlenmistir (yaklasik 4,5 kat). Bunu sirasi
ile diyapozun tg¢iincii, dokuzuncu, ikinci ve dordiincii haftalar1 izlemistir. Genin pre-
diyapoz ile post-diyapozun birinci hafta ve igiincli giinlerinde nerdeyse hi¢ ifade
edilmedigi goriliirken, post-diyapozun altinc1 giiniinde yukar1 yonde regiilasyon

gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.13).

TgPK

=1

4,5 4

3,5 ab

2,5 ab

Goreceli mRNA Seviyesi

151

0,5 -

Diyapoz Post-diyapoz

Sekil 4.13. TgPK’nin soguk diyapozu siiresince goreceli mRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H 25 °C),
Diyapoz (2.H 20 °C, 3.H 15°C, 4.H 10 °C, 5.H5 °C, 9.H 5 °C) ve Post-diyapoz (1.G 33 °C, 3.G 33 °C ve
6.G 33 °C).

TgPDH geninin aclik uygulamasinin sekizinci haftasinda diyapoz fazinda iken, en
yiiksek seviyede ifade edildigi goriilmistiir. Bu ifadeyi sirasi ile pre-diyapoz fazi
ornekleri takip etmistir. TJPDH geninin diyapozun {igiincii ve dordiincii haftalari ile post-

diyapoz faz1 boyunca asag1 yonde regiile oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. TgPDH’nin aglik diyapozu siiresince goreceli mRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H), Diyapoz

(2.H, 3.H, 4.H, 5.H, 9.H) ve Post-diyapoz (1.G, 3.G ve 6.G).

TgPDH geninin soguk diyapozundaki ifade seviyesi izlendiginde, en yiiksek

ifadelere diyapoz baslangici olan ikinci (20 °C) ve ligiincii haftalarda (15 °C) rastlanmustir.

Uygulamanin dordiinci, besinci ve dokuzuncu haftalari ile pre-diyapoz ve post-diyapoz

fazlarinda ise asag1 yonde ifade edildigi gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. TgPDH’nin soguk diyapozu siiresince goreceli mRNA seviyeleri. Pre-diyapoz (1.H 25 °C),
Diyapoz (2.H 20 °C, 3.H 15 °C, 4.H 10 °C, 5.H 5 °C, 9.H 5 °C) ve Post-diyapoz (1.G 33 °C, 3.G 33 °C ve

6.G 33 °C).
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Diyapoz, statik degildir. Fizyolojik olarak dinamik olan diyapoz siiresince farkli
stratejiler kullanilir. Hiicresel olaylarin ve biyokimyasal yolaklarin diyapoz siirecinde
nasil korundugu ve hangi genlerin diyapoza spesifik oldugu bir¢ok bocekte heniiz tam
olarak aydinlatilamamistir (Ragland ve ark., 2010). Bu konudaki arastirmalar, diyapozun
karmagik dogasini ve boceklerin bu duruma nasil adapte oldugunu anlamada 6nemli

katkilar saglamaktadir.

Metabolizma, diyapoza giren canlilardaki en 6nemli genetik ve biyokimyasal
karakterlerden biridir (Yocum ve ark., 2015). Diyapoza giren bir canli stres kosullari
altinda iken metabolik agidan kendini koruma altina almaya gerek duyar. Bunu aerobik
(oksijenli) metabolizmadan anaerobik (oksijensiz) metabolizmaya yonelerek ve glikoliz
ile glukoneogenez yolagini kullanarak gerceklestirebilmektedir. Glukoneogenezde hiz
siirlayici olarak gorev alan ve kilit bir enzim olan PEPCK bu noktada olduk¢a 6nemlidir
(Poelchau ve ark., 2013b). Sacrophaga crassipallis ile yapilan bir ¢alismada diyapoz
pupalarinin diyapozda olmayan pupalara gére 6nemli 6l¢iide glikoliz ve glukoneogenez
gecirdigi gortilmistiir. Transkriptomik ve metabolomik arastirmalar neticesinde TCA
dongilisinde gorev alan birkag Onemli enzimde transkripsiyon artisinin oldugu
gozlenmistir (Ragland ve ark., 2010). Delia antiqua ile yapilan bir ¢alismada yaz
diyapozu gegiren bu bocegin diyapoz fazinda iken PEPCK geninin 6nemli oranda arttig
rapor edilmistir (Hao ve ark., 2016). Wyeomyia smithii bir sivrisinek tiiriidiir ve larval
diyapoza girmektedir. Bu canli larvasinin diyapozu sonlandiracagi sirada, erken
transkripsiyonel gen ifadelerini ortaya koymak amaciyla mikroarray c¢alismasi
yapilmigtir. Sonug olarak metabolizmanin glukoneogenez siirecine yoneldigi diyapoz
fazinda PEPCK geninin yiiksek oranda ifade edildigi ortaya koyulmustur (Emerson ve
ark., 2010). Spatch ve ark. (2018), Sarcophaga bullata'da iki adet PEPCK izoformuna ait
transkriptleri  klonlamis ve bunlarin ifadesinin  gelisim boyunca degistigini
gozlemlemislerdir. Diyapoza giren pupalar, her iki izoformun en yliksek goreceli
ifadesini gostermis; bu da bu genlerin kislama asamasi sirasinda sekerlerin ve seker
alkollerinin onceden {iiretimine katilimlarimi dislindiirmiistiir. Benzer sekilde, bu tez
calismasinda aglik ve soguk diyapozu sirasinda TJPEPCK’nin yiiksek miktarda ifade
oldugu bulunmustur. Bu sonug, Spatch ve ark. (2018) bulgulariyla uyumludur ve
TgPEPCK’nin aglikla indiiklenmis diyapoz fazinda kapra bocegini enerji tasarrufu ve
stres direncine hazirlama siirecinde gorev alabildigini akillara getirmektedir. Ayni

zamanda acligin neden oldugu diyapozun ardindan post-diyapoz fazinda TQPEPCK’nin
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ifade seviyesinde Onemli bir diislis oldugu da gozlenmektedir. Bu azalma, diyapoz
asamast sona erdiginde organizmanin metabolik ihtiyaglarinda ve Onceliklerinde bir
degisiklik oldugunu gostermektedir. Diyapoz fazindaki yukari regiilasyon, enerji
depolamay1 ve organizmanin devamliligini desteklerken, post-diyapoz fazini miiteakip
asagi regililasyon, organizmanin uyku halinden ¢ikip normal gelisime devam ederken aktif
metabolizmaya ve enerji kullanimina dogru yaptigi gegisi yansitabilir. Ayrica, Spatch ve
ark. (2018), 24 saatlik agliga yanit olarak PEPCK geninin sitozolik izoformunun yukari
yonde regiile edildigini ve 24 saati takip eden iyilesme ile beraber, kontrol seviyelerine
geri dondiigiinii bildirmistir. A¢lik diyapoz fazi siiresince TJPEPCK geninin asir1 ifadesi,
Sarcophaga bullata PEPCK’sinin aglik kosullar1 altinda iken yukar1 yonde regiilasyon
gostermesi ile tutarlidir. Bu durum, TQPEPCK'nin glukoneojenezi arttirmak i¢in yukari
yonde regiile edildigi ve boylece besin mevcudiyetinin diisiik oldugu donemlerde enerji
tiretimini destekledigini akla getirmektedir. Boylece hem agligin hem de diyapozun,
enerji tasarrufu ve stres direncini amaglayan benzer metabolik tepkileri tetikledigi fikrini

desteklemektedir.

Birgok organizmanin cevresel kosullar uygun olmadigi durumlarda hayatta
kalmak i¢in kullandig1 diyapoz gibi siirecler, metabolizma hizinin diismesini
saglamaktadir. Bu stratejinin 6nemli miktarda enerji tasarrufu sagladigi ve hiicresel
dengeyi korumak i¢in karmasik bir metabolik ayarlama gerektirdigi vurgulanmaktadir
(Brooks ve Storey, 1992; Brooks ve Storey, 1997). Ayn1 zamanda organizmalar diyapoza
hazirlanirken, stres kosullarinda hayatta kalmak i¢in ¢ok 6nemli olan glikoz ve piruvat
gibi molekiilleri yiiksek oranlarda sentezlerler. Ag¢lik diyapozu sirasinda, TgPK
ekspresyonu ikinci, tUgilincli, dordiincii ve sekizinci haftalarda yukar1 dogru
diizenlenmistir. Bu model, Leptinotarsa decemlineata'da diyapoz girisinde gézlemlenen
glikoz sentezindeki artisa benzer sekilde, diyapoz sirasinda enerji tasarrufu ve stres
direnci ihtiyaciyla uyumludur (Lefevere ve ark., 1989). Trogoderma granarium'da TgPK
geni, post-diyapoz fazinin ilk gliniinde en yiiksek ifadeyi gostermistir; bu da post-diyapoz
geligimi siirecindeki iyilesme ile alakali olduguna isaret edebilir. Glikoz ve piruvat ayni
zamanda donmay1 6nleyen kriyoprotektanlarin iiretiminde de gereklidir (Kukal ve ark,
1991; Michaud ve ark, 2007). Leptinotarsa decemlineata gibi boceklerde diyapoz
sirasinda glikoz sentezinin yukar1 dogru diizenlendigi bulunmustur (Lefevere ve ark.,
1989). Piruvat ise hazir bir enerji kaynagi olarak hizmet etmektedir (Kageyama ve

Ohnishi, 1971). Kapra boceginde soguk ile indiiklenmis diyapoz drneklerinde TgPK geni,
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diyapozun besinci haftasinda en yiiksek ifadesini sergilemis, bu da TgPK geninin enerji
yonetimindeki roliinii gostermektedir. Bu genin pre-diyapoz fazi ve post-diyapozun
ticlincii glinlerindeki minimal ifadesi ve ayrica post-diyapoz fazinin altinc1 giindeki yukari
yonde regiilasyonu, bu genin stres adaptasyonuna katilimini1 desteklemektedir. Eurosta
solidaginis ile yapilan bir ¢alismada PK enziminin soguk stres kosuluna kars1 donmay1
onlemek i¢in metabolik hiz1 disiirdiigi ve poliol kriyoprotektanlarin birikimini
saglayarak canlinin tiim viicut donmasina dayanikliligini artirdigi izlenmistir. Bunun i¢in
fosforilizasyon ile inaktif hale gelen PK, uzun siireli anaerobik karbonhidrat
metabolizmasinin ¢aligmasina olanak saglamistir (Abboud ve ark. 2021). Trogoderma
granarium’da TgPK geninin diyapoz sirasinda farkli ifade seviyeleri, aglik ve soguk
diyapoz kosullarina adaptasyonu yansitir. Aclik diyapozunda TgPK, enerji iiretimini ve
metabolik siiregleri desteklemek i¢in yukar1 yonde regiile edilirken, soguk diyapozunda
enerji liretiminin ve metabolik aktivitelerin korunmasi i¢in genin yiiksek seviyede ifade
edildigi goriilmektedir. Bu durum, T. granarium’un farkli ¢evresel kosullara uyum

saglamak i¢in TgPK enzim aktivitesini nasil diizenledigini gosterir.

Trogoderma granarium'da TgPDH geni, aclik diyapozunun sekizinci haftasinda
en yiiksek ifadesini gostermistir; bu durum, bu faz sirasinda enerji metabolizmasinin
korunmasinda kritik bir role sahip olabilecegine isaret ediyor. Gen ayrica pre-diyapoz
asamalarinda enerji tasarrufu ve stres direncine uygun olarak yukar1 dogru
diizenlenmistir. Soguk diyapozu sirasinda, TJPDH ikinci ve {i¢iincii haftalarda yiiksek
diizeyde ifade edilmistir; bu da diyapozun baslangicinda bir enerji talebi oldugunu akla
getirmektedir. Bununla birlikte, soguk diyapozunun iigiincii ve dordiincii haftalarinda ve
diyapoz sonrasi agamada asagi yonde regiile edilmistir, bu durum enerji tasarrufu
modlarma ge¢isi yansitabilir. Bu asagi regiilasyon, glikoliz ve glukoneogenez gibi
yollarin siki bir sekilde diizenlendigi ve siklikla enzimlerin geri dontistimli
fosforilasyonunu iceren daha genis metabolik baskilama stratejisiyle uyumludur. Enerji
metabolizmasindaki enzimler, diyapoz kosullar1 altinda deniz yumusakg¢asi Eurosta
solidaginis dahil olmak iizere cesitli tiirlerde goriildiigii gibi metabolik hizlari ayarlamak
i¢cin geri dontlistimlii fosforilasyona ugrar (Storey ve Storey, 1990; Storey, 1993; Storey,
1996; Storey ve Storey, 2004). Sarcophaga crassipalpis ile yapilan bir ¢alismada, reaktif
oksijen tiirleri (ROS)’nin hipoksi ile indiiklenebilir traskripsiyon faktori (HIF) ve
adenozin 5'-monofosfatla aktive olan protein kinaz (AMPK) fosforilasyonunu

diizenleyerek, PDH ve Kkarnitin palmitoiltransferaz |1 (CPT1) gibi iki 6nemli metabolik
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enzimin aktivitesinde degisikliklere yol agtigimi gozlenmistir. Calisma, ROS
sinyallemesinin bocek diyapozunda periyodik uyarimi diizenledigini gostermektedir ve
bu da ROS'un diyapoz ve memeli kis uykusu siire¢lerinde glikoliz ve glukoneogenez gibi
metabolik dongii tiplerini diizenlemede de olasi 6nemini gostermektedir. Bu sonuglar
1s18inda, boceklerdeki metabolik dongiilerin, memeli kis uykusundaki gibi, ROS
sinyallemesi ve PDH aktivitesi araciligiyla diizenlendigi disiiniilmiistiir (Chen ve ark.,
2021). Yaptigimiz tez c¢alismasinda TgPDH gen ifadesinin ac¢lik ve soguk diyapozu
sirasinda artan ve azalan ifade seviyeleri bocegin enerji yonetimi ve hayatta kalma
stratejileri hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Trogoderma granarium'un diyapozda
enerji tasarrufu ve yeniden enerji iiretimi arasinda denge kurmasina yardimci oldugu
anlasilmaktadir. TgJPDH geninin, diyapoz siirecinde ve sonrasinda enerji dengesini
korumak icin kritik dneme sahip olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak bugiline kadar
diyapozdaki boceklerde PK ve PDH iizerine detayli bir ¢aligmanin yapilmadigi goz

oninde bulundurulmalidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Yasamin devam edebilmesi i¢in gida gereksiniminin karsilanabilmesi en 6nemli
konulardan biridir. Artan niifusla birlikte depolanan iiriinlere olan talep artmakta ve bu
tirtinlerin korunmasi olduk¢a Onemli bir hale gelmektedir. Trogoderma granarium
depolananmuis tahil {iriinlerine zarar vermekle kalmayip, aglik durumunda besin kaynagi
skalasin1 genisletebilen, diyapoza girerek insektisitlere karsi direncini koruyan, uygun
ortam kosullarina sahip olmadigi durumlarda sekiz yila varan siire ile diyapozda kalabilen
bir bocektir. Bu fakiiltatif diyapoz durumu, kapra bocegi ile miicadeleyi oldukga zor bir
duruma sokmakla kalmayip, ayn1 zamanda bocegin uygulanan insektisitlere kars
duyarsiz kalmasina neden olmaktadir. Dolayisi ile bu bocegin ¢esitli yollarla indiiklenmis
diyapoz durumlarinda, hayatta kalmasina yardimci olan genlerin asagi ve yukari yonde

regiilasyonlarinin molekiiler diizeyde incelenebilmesi bir ihtiyag¢ haline gelmistir.

Bu tez calismasinda kapra boceginin aglik ve soguk ile indiiklenen diyapozunda
TgPEPCK, TgPK ve TgPDH genlerinin ifade seviyeleri analiz edilmistir. Diyapozun
farkl1 fazlarinda incelenen bu genler metabolik yolaklarda etkin olarak goérev alan
genlerdir. Diyapozdaki bocekte bu genlerin molekiiler seviyede isleyisine dair énemli

bilgiler elde edilmistir.

5.2 Oneriler

Bu ¢alismanin devamui niteliginde, metabolik yolaklarda aktif rol iistlenen bagka
gen gruplar1 da ¢alisilarak diyapozun aydinlatilmayan genetik ve metabolik alt yapisi
tanskripsiyon seviyesine ortaya koyulabilir. Ileri molekiiler yéntemler kullanilarak,
arastirtlan genlerin fonksiyonel oOzellikleri hakkinda daha ayrintili bilgiye sahip

olunabilir.
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