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Konak bocek biiylik balmumu giivesi, Galleria mellonella L. (Lepidoptera;
Pyralidae) ve pupal endoparazitoit Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’nin yetistirilmesi ve deneyler 25 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 nispi
nem ve 12:12 (Aydmlik: Karanlik) fotoperiyot sartlarinda yapildi. Farkli dozlarda
(50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 ppm) konaga verilen Gibberellik asit
(GA3)’in, konak G. mellonella ve parazitoit P. turionellae’nin larval hemolenf
proteinleri ve serbest aminoasitleri ile konak hemositlerinin sayisi, apoptozis,
mitotik indeks, enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkilerine etkileri belirlendi.
Hem konak da hem de parazitoit larval hemolenfinde belirlenen proteinler ve
aminoasitlerin bazilar1 GAs uygulamasina bagli olarak artig gosterirken bazilari ise
azalma gosterdi. G. mellonella larvalarinda hemosit sayist 50-500 ppm
araligindaki GAs dozlarinda artis gosterdi. GA3 uygulamasi farkli hemosit tipleri
tizerinde etkili olmazken, mitotik indeksin 5000 ppm’de onemli oranda arttigi
goriildii. GA3 uygulamasina bagli olarak canli hemositlerin 5000 ppm’lik deney
gruplarinda 6nemli bir azalma gosterdigi, erken apoptozis indeksinin degisiklik
gostermedigi, gec apoptotik indeksinin yiiksek dozlarda arttigit ve nekrotik
indeksin tiim dozlarda artis gosterdigi tespit edildi. GAjz’lin konak larval
hemositlerindeki, enkapsiilasyon davranigi {izerine etkisi, enkapsiilasyon
durumuna ve zamana bagli olurken deney gruplariyla bagimli olmadig: belirlendi.
Hemositlerdeki melanizasyon tepkisi ise zamana bagl olarak farklilik gdsterirken
24’lincii saatte genel olarak tiim dozlarda azalma gorildi. Sonuglar, GA3;
uygulamasinin hem konak hem de parazitoitin endokrinal metabolizmasinda rol
oynayan proteinlerle enerji metabolizmasiyla iligkili aminoasitlerde degisiklige
neden oldugunu ve konagin hiicresel immun savunmasini da olumsuz yonde
etkileyebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gibberellik asit, Hemolenf proteinleri,  Serbest
aminoasitler, Hemosit, Apoptoz, Enkapsiilasyon
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ABSTRACT
Phd Thesis

EFFECTS OF GIBBERELLIC ACID (GA3;) ON HEMOLYMPH
CHEMISTRY AND HEMOCYTES OF THE HOST Galleria mellonella L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) AND PARASITOID Pimpla turionellae L.
(HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE)

Hiilya ALTUNTAS

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Department

Supervisor: Prof. Dr. A. Yavuz KILIC
Co-Supervisor: Ass. Prof. Dr. Fevzi UCKAN
2011, 144 pages

Stock culture pupal endoparasitiod Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) and its host greater wax moth, Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) were reared in the laboratory at 25 + 2 °C, 60 + 5 %
relative humidity, and a photoperiod of 12:12 h. Assays with Gibberellic acid
(GA3) were also carried out in the same laboratory condition with stock culture.
GA; dose-related (50 to 5000 ppm) changes in hemolymph proteins and free
aminoacids of both host and parasitoid larvae, and the effects of (GAs) on the
number, apoptotic and mitotic indices, encapsulation and melanization responses
of the host hemocytes were detected. Dose-dependent increases and decreases in
proteins and free aminoacids in host and parasitoid larval hemolymph were
detected. Total hemocyte counts increased in G. mellonella larvae at all treatment
doses whereas GAj; application had not effect on the number of different
hemocyte type. While the ratio of necrotic hemocytes increased at all GAj;
treatments, that of late apoptotic cells was only higher at doses >200 ppm when
compared to untreated larvae. In contrast, a decrease in viable hemocyte indices
was observed at the highest dose of 5000 ppm and no difference was observed in
early apoptotic indices of larvae at all treatments. The percentage of mitotic index
also increased at 5000 ppm. Encapsulation rates of larval hemocytes were
dependent on the extent of encapsulation and time but not treatment groups.
While the extent of melanization of hemocytes showed differences related to time,
in general, a decrease was observed at all doses of GAj treated larvae at 24 h. The
results indicated that GAj treatment affected host and parasitoid protein profiles
involved in endocrinal metabolisms and aminoacids associated with energy
metabolisms along with its suppression on the cell immune responses of the host.

Key Words: Gibberellic acid, Hemolymph proteins, Free aminoacid, Hemocyte,
Apoptosis, Encapsulation
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1. GIRIS

Insan niifusunun hizla artis gosterdigi giiniimiizde tarimsal verimliligi
yiikseltmek ve elde edilen iirlin miktarin1 hizla arttirmak bir hedef olmustur.
Tarimsal iiretimde, iirlin kalitesinin arttirtlmasi, sinirl bir alandan yeterli oranda
irlin alimmasi ve elde edilen {iriiniin zararlilara kars1 daha direncli olmas1 amaciyla
giibre, tohum ve pestisitler gibi cesitli kimyasal bilesiklerin kullanimi giin
gectikce artmaktadir. Bu kimyasallarin ekosisteme girdilerinin yogun olmasinin
yaninda halk dilinde HORMON olarak bilinen Bitki Gelisim Diizenleyicileri
(BGD) de tarimsal faaliyetlerde degerli bir arag olarak kullanilmaktadirlar (Mickel
1978; McDonald ve ark. 1988). Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de
meyve iretimi ¢aligmalarinda gévde uzamasi, ¢imlenme, ¢iceklenme ve meyve
biliylimesini hizlandirmada, meyve olgunlagsma siiresinin uzatilmasinda, arpanin
maltlasmasinda ve bitki 1slah1 gibi cok ¢esitli ticari alanlarda yaygin olarak
kullanilan BGD’lerden birisi de Gibberellinler grubundan olan gibberellik asit
(GAs)’tir (Metzger 1987; Kocagaligkan 2005). Bu bilesiklerin pestisitler gibi
yaygin olarak kullanilmasi miktarlarinin g¢evresel ortamlarda azimsanmayacak
boyutlara ulasmasina neden olmaktadir. Ozellikle de zararli olan boceklere karsi
kimyasal  kisirlagtiricilar  (kemosterillantlar)  olarak  bitki  biiylime
diizenleyicilerinin kullanimina iliskin girisimlerin de giderek artmasi kullanim
miktarlarini daha da yiikseltmektedir (Mickel 1978; McDonald ve ark.1988; Silva
ve ark. 2003; Paulson ve ark. 2005). Ayrica, Diinya Saglhk Orgiitii (WHO) bir
bitki gelisim diizenleyici olan GAj3’ii pestisit listeleri icinde degerlendirmektedir
(WHO 1990). Bu durum ise, BGD’lerin ¢evre ve insan sagligi acisindan risk
olusturabilecegi hususunu yogun olarak tartigilir hale getirmistir.

Tarimsal sistemlerde zararli boceklerle yapilan kimyasal kontroliin yaygin
olarak kullanilmasi, boceklerin dayaniklilik kazanmalari, cevredeki faydali
boceklerin, bal arilarinin, kuslarin ve baliklarin kitlesel 6lmeleri, besin zinciri
yoluyla insanlara kadar ulasarak kanserojen, teratojen ve mutajen etkiler gibi
olumsuz sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Cox 1996; Lee ve ark.
1996; Andow ve ark. 1997; Ahmad ve ark. 1997; Soderlund ve Knipple 1999;
Montagna ve ark. 1999; Ribeiro ve ark. 2003). Bu nedenle kimyasal bilesiklerin
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kullaniminin azaltildigr ya da hi¢ kullanilmadigi yeni kontrol yodntemlerinin
gelistirilmesi {izerindeki calismalar son yillarda 6nem kazanmistir. Ozellikle,
gelismis tilkelerde, 1980 sonrasinda “Birlesik Zararli Yonetimi (Integrated Pest
Management)” (IPM) denilen bir yontem gelistirilmistir (Hillocks 1995; Elad ve
Shtienberg 1995; Sierpifiska 1998; Edge ve ark. 2001). IPM, zararlilarin kontrol
altinda tutulmasi amaciyla giliniimiize kadar gelistirilmis olan yontemlerden
birka¢inin bir arada kullanilmasidir. Bu yontemde amag, pestisit kullanimin1 en
aza indirmek, biitiin kontrol olanaklarini arastirmak, ¢evre direncinin arttirmak ve
zararlilarin dogal diigmanlarindan en iist diizeyde yararlanmaktir (Hillocks 1995;
Hill ve Foster 2000; Wells ve ark. 2001; Simmonds ve ark. 2002; Tomberlin ve
ark. 2002; Schneider ve ark. 2003). Cevre direncinin arttirilmasinda zararlilara
dayanikli  bitki tiirlerinin  yetistirilmesinin  yan1 swra dogal diisman
populasyonlarinin arttirilmasi ve bunlardan yararlanilmasi da IPM programlarinin
temel unsurlarini olusturmaktadir (Rosen 1985). Tarimsal zararlilarin kontroliinde
kullanilan IPM programlarinda basar1 i¢in ¢ogu kez kimyasal ve biyolojik kontrol
yontemlerinin uygun olarak birlikte kullanimi gerekebilir (Takada ve ark. 2001;
Wills ve ark. 2001; Xu ve ark. 2001; Simmonds ve ark. 2002). Kiiltiir
bitkilerindeki yabanci otlar1 6ldiirmek amaciyla bitkisel hormonlar1 igeren
kimyasallar da yaygin bir sekilde herbisit olarak kulanilmaktadirlar (Yegen 1993;
Kaya ve Yanikoglu 1999). Drosophila melanogaster Meig. (Diptera:
Drosophilidae) ve Bactrocera cucurbitae Coquillet (Diptera: Tephritidae) ile
yapilan caligmalarda indol-3-asetik asit (IAA), absisik asit (ABA), kinetin,
gibberellik asit, kumarin gibi bitki gelisim diizenleyicilerinin bdcek ilireme ve
gelismesi iizerinde toksik etkileri oldugu saptanmis ve bu kimyasallarin IPM
programlarinda insektisit olarak kullamlabilecegi belirtilmistir (Ozmen ve ark.
1995; Yesilada ve Bozcuk 1995; Kaur ve Rup 2000). Hatta, Posnova (1974), bitki
gelisim  diizenleyicilerinin  bdcekleri baski altina almak amaciyla IPM
programlarinda kullanilabilecegini bildirmektedir. Tarimsal {iretimi arttirma
durumundaki {ilkeler bitki biiyiime hormonlarinin yaninda bazi pestisit ve
herbisitleri de yogun olarak kullanmaktadir. Ancak, IPM programlarinda bu
kimyasallar1 kullanirken sadece zararli boceklere olan etkilerinin yaninda asil

hedef olmayan yararli boceklere olan etkileri de goz oniinde bulundurulmalidir.
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IPM programlarinda kullanilan ydntemler icinde en c¢ok kabul goreni hig
kuskusuz, dogal dengenin korunmasini saglayan, canli ve cansiz ortama higbir
zarart olmayan veya Onemsiz derecede olan, dogada bir birikime ve cevresel
kirlilige yol a¢gmayan “Biyolojik Kontrol” yontemidir (Kansu ve Ugur 1984;
Rosen 1985; Hillocks 1995; Andow 1997; Simmons ve ark. 2002).

Biyolojik kontrol, genel olarak zararli bir tiiriin populasyonunun, onun
dogal diismani olan bir baska canli tiiriin populasyonu tarafindan baskilanmasini
ifade etmektedir. Biyolojik kontrolde baskilama araci olarak kullanilan tiir,
biyolojik kontrol ajani olarak adlandirilmaktadir. Biyolojik kontrol ajani olarak
parazitler, parazitoitler, predatorler, bakteriler ve virtisler kullanilabilir (Hajek
2004). Ekosistemin korunmasindaki katkilar1 ve bu yolla insanlara olan yararlar
diisiiniildiiglinde biyolojik kontrolde kullanilan ajanlar i¢inde belki de en uygunu,
en az risk tastyani ve en ¢ok spesifik etki yapani parazitoitlerdir (Andow 1997; Xu
ve ark. 2001a). Bu nedenle parazitoitler gizli ekolojik can simitleri olarak
nitelendirilmektedir (Uckan ve Giilel 2002). Parazitoitlerin ¢ogalmasi konak ile
orantili oldugundan, konak sayisindaki artis parazitoit sayisini artirmakta, konak
sayisindaki azalma ise parazitoit sayisini azaltmaktadir (Faulds 1991). Boylece
konak ve parazitoit arasinda belli bir denge saglanmaktadir. Bu dengenin devam
ettirilmesi ise kullanilan veya kullanilmaya aday olan parazitoit tiirlerin
mikrogevresi olan konagi ve makrogevresi olan ekosistemden kaynaklanan
cevresel faktorlerle iliskilidir (Ugkan ve Giilel 2002; Chen ve Welter 2002).
Parazitoit kullanarak yapilacak olan biyolojik kontrol ¢alismalarinin yapilacagi
cevresel ortamda konagi etkileyebilecek her tiirlii olumsuz kosul, yasami konagina
bagli olan parazitoiti de etkileyecektir (Cox 1996; Xu ve ark. 2001a; Ribeiro ve
ark. 2001; Xu ve ark. 2001b). Genel olarak, cevresel kirleticilere karsi
Hymenoptera takimina ait parazitoitler, Lepidoptera takimina ait konak boceklere
gore daha fazla duyarhdirlar ve daha fazla etkilenirler (Biiyiikgiizel 2006; Ugkan
ve ark. 2007). Ciinkii, parazitoitler, hem ergin Oncesi gelisimlerini
tamamlayabilmek i¢in degisik bocek takimlarina ait tiirlerin yumurta (Doutt 1959;
Hamerski ve Hall 1988), larva (Obrycki ve ark. 1985; Peter ve David 1990;
Sengonca ve Peters 1993; Ramadan ve ark. 1995), prepupa (Giilel 1982; Wharton
1993), pupa ya da erginlerini (Kansu ve Ugur 1984) konak olarak kullanirlar hem
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de ergin donemde besinlerini ¢icek Ozii ve nektar gibi cesitli besinlerden
saglamaktadirlar. Boylece parazitoitler, bu ¢ok cesitli beslenme sekilleriyle hem
beslenme sirasinda hem de temas yoluyla kirleticilere daha fazla maruz kalirlar
(Biiytikgiizel 2006). Bu nedenle, tarimsal verimi artirmak amaciyla kullanilan
GA; ve diger BGD’lerinin, biyolojik kontrol ajanlarin1 olumsuz ydnde
etkilemesine, dogal diismanin zararl bécekler tizerindeki baskinliginin azalmasina
ve zararli populasyonun giderek artmasina neden olabilecegi diisiiniilmelidir.

Bitki gelisim diizenleyicilerinin tarimda olduk¢a yaygin kullanilmasi, bu
bilesimlerin ayn1 zamanda boceklerin farkli biyolojik donemlerinin gelismesi
tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigi konusunu giindeme getirmistir. Bu
konuda yapilan caligmalarda bitki gelisim diizenleyicilerinin, bocekler iizerinde
toksik etki sonucu oliimlere (Honeyborne 1969; Onder ve ark. 1987),
deformasyonlar ve agirlik azalmasina (Carlisle 1969; Awad ve Taha 1976), besin
almay1 engelleme (Antifedant) (Tahori ve ark. 1965; Mansour ve Dimetry 1976),
morfolojik ve eseysel gelismede yavaslamaya (Van Emden 1969; Awad ve Taha
1976), kisirlik ve yumurta iiretiminde azalmaya (Bhalla ve Robinson 1968;
Honeyborne 1969; El-Ibrashy 1972; Awad ve Taha 1976; Scheurer ve
Aschermann 1976; Prasad ve ark. 1977; Dreyer ve ark. 1984), diyapoza girmeyi
engellemeye (Bariola ve ark. 1976) neden oldugu belirtilmistir. Ayrica, BGD’lerin
konak bitki dokularinda ve besin igeriginde degisiklikler olusturarak bitki
dayanikliligmin arttirilmasinda (Honeyborne 1969; Dreyer ve ark. 1984) ve
insektisitlerin bitkiye penetrasyonunu arttirmast (Richter ve Cecada 1984)
seklinde etkilerinin de oldugu ifade edilmistir.

GAjy’iin farkli bocek tiirlerinin lireme ve cogalmalart iizerinde zararh
etkilerinin oldugu belirtilmistir (Visscher 1980; Kaur ve Rup 2000). Bu
caligmalarda GAj3’iin Lepidoptera ve Diptera takimlarina ait bazi tiirlerin yumurta
birakma davranis1 ilizerindeki etkilerinin bodceklerin endokrin sistem ile ilgili
oldugu 6zellikle de bir terpenoid bilesik olan GA3’lin kimyasal yapisinin juvenil
hormon ile benzerlik gostermesine bagli hormonal mekanizmay:1 etkiledigi
vurgulanmistir. Ucgkan ve ark. (2008)’larinin yaptig1 ¢alismada, GAj3 uygulamasi
ile Apantales galleriae’nin F, dollerinin sayisinda meydana gelen azalmanin

nedenleri, disilerde embriyonik gelisimin zarar gérmesi ya da oogenez veya
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spermatogenez sirasinda hatali bir olusumun meydana gelebilecegi seklinde
yorumlanmustir.

GAy’un ve baz1 BGD’lerin konak besini ile alinmasi ile birlikte hem konak
hem de parazitoit lizerindeki etkileri de son yillarda yapilan caligmalarda
gosterilmigtir. Gibberellik asit ve indol-3-asetik asit (IAA)’in farkli dozlarinin
larval endoparazitoit olan Apantales galleriae lizerindeki biyolojik etkilerinin
belirlendigi calismalarda, konak Achroia grisella’nin besinine farkli dozlarda
verilen GA3 ve IAA’nin, endoparazitoit 4. galleriae’nin yumurtadan ergin
olusuncaya kadar gegen siire ilizerinde yiiksek konsantrasyonlarda etkili olduklar
ve bu stireyi %40 daha fazla uzattiklar1 tespit edilmistir (Ugkan ve ark. 2008;
Ucgkan ve ark. 2011). Buna benzer sonuglar Spodoptera litura Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae) ve Bactocera cucurbitae Coquillet (Diptera:
Tephritidae) tiirleri lizerinde yapilan calismalarda da gosterilmistir (Harikesh ve
Bhattacharya 2003; Kaur ve Rup 2003a; 2003b). Ayrica Uckan ve ark. (2008),
GA; uygulamasinin anormal larval gelisimlerini arttirdig1 ve bu durumun basarili
parazitleme oranini da azaltabilecegi belirtilmistir. Bu c¢alismalarda, GAs’lin
sadece ergin Oncesi biliylime ve gelisme siirelerinin uzunluguna degil, ayn
zamanda ergin evredeki yasama siiresi iizerine de etkili oldugu gosterilmistir.
Ozellikle yiiksek konsantrasyonlardaki (50-1000 ppm) GAj parazitoitlerin her iki
eseyinde de toksik etki gostermistir (Ugkan ve ark. 2008; Uckan ve ark.
Basilmadi). Daha once yapilan bu ¢aligmalar GA;’iin sadece fitofag 6zellikte olan
konak bdcek iizerinde degil konakla besinsel iligkisi olan dogal diisman parazitoit
bocekler iizerinde de gelisim ve biiylime orani iizerinde de etkili olduguna isaret
etmektedir. Ancak, bu c¢aligmalarda bodceklerin biyokimyasal faaliyetlerinin
gerceklesmesinde gerekli olan metabolitlerin depolandigi ve gerekli dokulara
tasinmasini saglayan hemolenfte meydana gelebilecek degisikliklerle ilgili bilgiler
oldukca smirhidir. Ozellikle GA3’iin hem konak hem de parazitoitin hemolenf
protein profili, serbest aminoasit igerigi ve hemositleri lizerinde toksikolojik
etkilerinin belirlenmesine iligkin bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Tarimsal iiretimi arttirma durumundaki iilkeler BGD’lerin yaninda bazi
pestisit ve herbisitleri de yogun olarak kullanmaktadir. Bu maddelerin yarilanma

Omiirleri olduk¢a uzun olup toprak, sebze ve meyveler lizerinde kalmakta ve besin



@) ANADOLU UNIVERSITESI

zinciri ile insana kadar ulasmaktadir. Ozellikle bitki biiyiime hormonlar1 canli
sistemden tamamen atilmayip organlarda depolanmakta ve fonksiyon
bozukluklarina neden olmaktadirlar. Bu nedenle etkileri sadece canli organizma
tizerinde degil ¢evre kirliligine de sebep olmaktadirlar (WHO 1984; Goze ve ark.
1995). Cevresel kirlenmeye neden olan bu kimyasal ve fiziksel faktorler genel
olarak Arthropodlar’da fizyolojik strese neden olmaktadirlar. Boylece hiicresel
olarak molekiiler diizeyde etkilere, doku seviyesinde organik degisikliklere ve
sonugta bireyleri etkileyerek populasyon seviyesinde oOlimlere neden
olabilmektedirler (Sancho ve ark. 1998). Toksik maddeye maruz kalan canlilar
maddeden uzaklagmak, viicudundan atilimimi saglamak veya toksik maddenin
neden oldugu zararlar1 ve buna baglh olarak ortaya ¢ikabilecek patolojik etkileri
onarmak i¢in dogrudan enerjisini kullanabilirler. Normal yasamda kullanilmak
lizere biriktirilen enerjinin bu sekilde kullanilarak harcanmasi ise daha sonra
karsilagilan diger stres durumlarinda 6liim olasiligini arttiracaktir (Ribeiro ve ark.
2001; Korsloot ve ark. 2004). Bu durum besinine yiiksek dozlarda GA; verilmis
olan Zaprionus paravittiger Godbole (Diptera: Drosophilidae) ile yapilan bir
calismada da gosterilmistir. GAs uygulamasma bagli olarak Z. paravittiger
larvalarindaki glikojen icerigi 6nemli oranda azalmistir (Rup ve ark. 1998).
Bactocera cucurbitae ile yapilan bir ¢calismada ise benzer dozlardaki GAs’{in total
lipit ve total karbohidrat seviyesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir (Kaur
ve Rup 2003a, 2003b). Ugkan ve Ergin (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
ergin parazitoit 4. galleria’nin yasam siiresinin uzamasinda karbohidratlarin
gerekli oldugu belirtilmistir. GA3 miktarina bagl olarak ergin dénem siiresinin
azalmasinin nedenleri ise aymi arastiricilarin yaptiklari diger bir g¢alismada,
konakta spesifik olmayan toksik bilesenin etkisinden dolay1 besin kalitesinin
azalmas1 ve parazitoitin gerekli besini konaktan yetersiz oranda almasindan
kaynaklandig1 seklinde yorumlanmustir (Ugkan ve ark. 2008). Insektisitlerle ilgili
yapilan c¢alismalarda da, insektisitlerin bocekler iizerindeki toksik etkilerinin
oksidatif strese neden olduklar1 gosterilmistir. Bu c¢aligmalarda insektisit
tarafindan olusturulan oksidatif stres kosullarinda hemolenf ve yag doku
proteinlerinin kilit rol oynadigi da belirtilmistir (Harper ve ark. 1979; igen ve ark.
2005; Biiyiikgtizel 2006). Cesitli zararli ve yararli bocek tiirleri iizerinde yapilan
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bu calismalarda pestisit toksititesine bagli olarak hemolenfdeki ve yag dokudaki
total protein miktarinin azaldigi, serbest aminoasit konsantrasyonun ve proteaz
aktivitesinin ise arttig1 belirlenmistir (Nath ve ark. 1997; Sak ve ark. 2006).
Insektisite bagl olarak dokulardaki protein katabolizmasinin artmasi fizyolojik bir
mekanizma olarak ortaya c¢ikmaktadir ve bu kosullarda onarim mekanizmalari
onemli rol oynamaktadir. Total hemolenf proteinlerinin azalmasi ve serbest
aminoasit miktarinin artmasi ise onarim mekanizmalarinda gerekli olan enerjinin
saglanmast amaciyla krebs dongiisiinde gerekli olan ara irlinler igin
aminoasitlerin keto asitlere doniistiiriilmesinde kullanilmasindan
kaynaklanmaktadir (Rambabu ve Rao 1994; Sancho ve ark. 1998; Sak ve ark.
2006). Bunun yaninda toksik bilesiklerin protein sentezini engellemesi de s6z
konusudur (Sancho ve ark. 1998). Pestisit ¢alismalar1 sonucunda elde edilen tiim
bu verilere ragmen, GA;’iin de hemolenf proteinleri ve serbest aminoasitler
tizerinde benzer degisikliklere neden olabilecegi hakkinda bir bilgi
bulunmamaktadir.

Cesitli BGD’lerin toksikolojik o6zellikleriyle ilgili calismalar daha cok
memeliler {izerinde yapilmistir. Celik ve ark. (2002)’nin yapmis olduklari
calismada bitki gelisim diizenleyicilerden absisik asit ve gibberellik asit ile 25 giin
boyunca muamele edilen sicanlarin gesitli dokularinda lipit peroksidasyonuna
neden olarak antioksidan savunma sistemindeki enzimlerin [indirgenmis glutatyon
(GSH), glutatyon reduktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-
transferaz (GST) ve katalaz (CAT)] aktivitelerini degistirdikleri belirlenmistir.
SOD degeri, GA3 uygulanan si¢anlarin dalaklarinda ve bobreklerinde anlamli bir
artis gosterirken, yardimeir enzim glutatyon reduktaz (GR) aktivitesinin bobrekte
artmasina ve dalakta azalmasina neden olmustur. Biyotransformasyon enzimi olan
glutatyon-S-transferaz (GST) aktivitesi ise GA; uygulanan siganlarin kalbinde
anlaml1 bir sekilde azalmistir (Celik ve ark. 2002; Tuluce ve Celik 2006). Indol-3-
asetik asitin sigan karaciger ve bobreginde malondialdehit (MDA) seviyesini
artirdigl, fare bobreginde katalaz aktivitesini inhibe ettigi, SOD, glutatyon
peroksidaz (GPx), heksokinaz (HK), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD), malat dehidrogenaz (MDH) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) enzimlerinin aktivitelerini degistirmedigi belirtilmistir (Celik
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ve ark. 2002; Yilmaz ve ark. 2004, Yilmaz ve Yiiksel 2004). Indol-3-asetik asitin
sigan notrofillerinde ve lenfositlerinde oksidatif stresin meydana gelmesini
saglayacak enzimlerin aktivitelerinin artisina ve nétrofillerin sayisinda azalmaya
neden oldugu diger ¢alismalarda gosterilmistir (Celik ve ark. 2002; Furukawa ve
ark. 2004; Tuluce ve Celik 2006). Insanlar i¢in tehlikeli bir karsinojen oldugu
gosterilen ve oksinler grubundan bir bitki gelisim diizenleyicisi olan 2.4-
diklorofenoksiasetik asit (2.4-D) ile yapilan ¢alismalarda, bu maddenin cesitli
yumusak doku sarkomalar1 ve malignant lenfoma gibi kanserlerle iligkisi ortaya
konulmugtur (Bloemen ve ark. 1993; Palavan 1993). 2.4-diklorofenoksiasetik
asitin sican, kedi ve kopeklerde sartli refleksleri ve beyin elektrofizyolojisini
degistirdigi (Elo ve ark. 1988), glikolat oksidaz aktivitesini diislirdiigli (Abdellatif
1990), fare 3T3 hiicrelerinde doza bagli olarak DNA sentezinin inhibe oldugu
(Zhao ve Chou 1987), deneysel hayvanlarda ve insanlarda norotoksik etkiye,
o0grenmede azalmaya, hafiza kaybina, koordinasyonun azalmasina sebep oldugu
rapor edilmistir (Kim ve ark. 1994). GAj3’lin kara kurbagas1 Bufo regularis’de
hepatoseliiler karsinoma’y1, farelerde akciger adenokarsinomay1 artirdigl ve insan
lenfositlerinde kromozomal bozukluklara neden oldugu da gesitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (Zalinian ve ark. 1990; El-Mofty ve ark. 1994; Bakr ve ark. 1999).

Parazitoit ve konagin ozellikleri, parazitoitin sadece ergin oncesi gelisim
stiresini degil ergin olduktan sonraki baz1 fizyolojik aktivitelerini de
etkilemektedir. Ozellikle de holometabol tiirlerin ergin dncesi evrelerdeki besinsel
ihtiyaclan fazlasiyla degistiginden, besin ¢esidi ergin biiyiikliigii ve eseysel verim
gibi bircok fizyolojik aktivite iizerinde etkilidir (Hajek 2004). Parazitoitin ergin
oncesi gelisiminde viicudunda depolanan besin miktart ve besin kalitesi,
konaginin ona sagladig1 besin ile yakindan ilgilidir. Ergin parazitoitlerin bir cogu
yasamlarimi siirdlirebilmek, lireyebilmek ve diger bir ¢ok biyolojik aktiviteyi
gergeklestirebilmek i¢in karbohidrat, lipit ve proteine ayrica belirli tuzlara ihtiyag
duyarlar. Bu ihtiyaclarmin bir kismin1 ¢evredeki kaynaklardan karsilarken bir
kismin1 ergin Oncesi evrede depoladiklart temel besin maddelerinden
saglamaktadir (Dahlman ve Vinson 1979; Yazgan 1981; Beckage 1993; Beckage
ve Kanost 1993; Nakamatsu ve ark. 2002; Magrove Parra 2004; Nakamatsu ve
Tanaka 2004).
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Hymenopter endoparazitoit larvalar1 gelisimleri sirasinda temel besin
kaynaklarin1 konaklarindan saglarlarken, konakta bazi biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Bu degisiklikler ise konagin gelisim oranina,
besin kullanimina ve bagkalagimina etki etmektedir (Dahlman ve Vinson 1979).
Bu degisimlerde sadece parazitoit degil ayni1 zamanda konagin besini ile aldig1
kimyasal bilesiklerde 6nemli rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda bu degisimlerden
parazitoitler de dolayli olarak etkilenmektedir. Ciinkii, konak tiiriin larval
beslenmesi sirasinda alinan kimyasallar konak bilinyesine alinmakta ve buradan
parazitoite ge¢is yapmaktadir. Endoparazitoit bocek tarafindan giderek artan
oranda konaktan alinan bu kimyasallar ise toksik etki gdstererek birgok patolojik
sorunlar meydana getirmektedir (Sak ve ark. 2006). Ozellikle de bu bilesiklerden
olan npestisitlerin bdcek hemolenfinde meydana getirdigi toksikolojik
degisikliklerle ilgili ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen (Ortel 1991; Cox
1996; Lee ve ark. 1996; Ahmad ve ark. 1997; Androw 1997; Nath ve ark. 1997;
Ozkan ve Emre 1997; Biddinger ve Hull 1999; Montagna ve ark. 1999; Ozkan ve
Yanikoglu 1999; Soderlund ve Knipple 1999; Suh ve ark. 2000; Tillman ve
Mulrooney 2000; Takada ve ark. 2001; Usmani ve Knowles 2001; Ribeiro ve ark.
2003; Ahmad 2008; Liu ve ark. 2008), BGD’lerin etkisi ile ilgili bir calisma
literatiirde =~ bulunmamaktadir.  Parazitoit  tiirlerin  yasamim1 ~ devam
ettirebilmelerinde konaklari ile olan besinsel iliskiler ve bu stres kosullar1 6nemli
rol oynamaktadir. Ciinkii ortaya ¢ikabilecek bu kosullar parazitoitin ergin doneme
gecisinde zaman degisimlerine neden olabilir. Bu durum ise, ergin evrenin konak
bulma agisindan uygun olmayan bir zamanda ve uygun olmayan bir g¢evresel
kosulda gecirilmesine neden olacaktir (Kaur ve Rup 2000; Ugkan ve ark. 2008).

Parazitoitlerin konak bocek iginde gelisimi, biyokimyasal ve hormonal
etkilesimlerle ve konak bagisiklik sisteminin baskilanmasi gibi gesitli faktorlere
baglidir (Gupta ve Ferkovich 1998). Bagisikligin baskilanmasi parazitoitlerin
basarili olarak gelisebilmelerine yardimci olan kompleks mekanizmalarla
diizenlenir (Lavine ve Beckage 1995). Parazitoit bocekler konaklarinda var olan
bagisiklik tepkilerinden korunmak icin ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir (Vilmos
ve Kurucz 1998; Richards ve Parkinson 2000; Schmidt 2001; Penacchio ve ark.
2003; Turnbull 2004). Bu stratejiler:
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Enkapsiilasyondan pasif olarak kacinma ve

v' fonksiyonel bagisiklik sisteminden yoksun konak evrelerinde ovipozisyon
ve gelisme,

v" konak bagigiklik hiicrelerinin ulasamadigi bir yere ovipozisyon,

v/ yabanci olarak tanimlanamayan yiizey faktorlerinin varhgi,

Aktif olarak enkapsiilasyonu 6nleme

v" konak hemositlerinde apoptozisi tetikleme,
v konak hemosit fonksiyonunun bozulmasi,
olarak iki grupta toplanabilir (Schmidt 2001; Penacchio ve ark., 2003). Bagisiklik
tepkisi gosteremeyen konak yumurtalarina yumurta birakan parazitoitler,
bagisiklik sistemi olmayan konak evresine yumurta birakma ve gelisme igin iyi
bir ornektir. Diger yandan, konak viicudunun disina ovipozisyonunu
gergeklestiren ve larvalart konak viicudunun disinda kalmak {izere beslenen
ektoparazitoitler de konak bagisiklik hiicre ve efektdr molekiilleri ile parazitoit
ogul dolii arasindaki temasin engellendigi bir yerde iiremeye O6rnek verilebilir.
Parazitoitlerin biiylik cogunlugu ise konaklarinin tam bir bagisiklik fonksiyonuna
sahip oldugu larva doneminde konak iginde gelisimini siirdiiriir. Bazi
endoparazitoitler dolasimdaki hemosit enkapsiilasyonundan korunmak igin sinir
gangliyonu gibi organlarda gelisimlerini siirdiiriirler ancak biiylik ¢ogunlugu
konak viicut boslugunda geliserek hemositlere maruz kalirlar (Schmidt 2001).
Endoparazitoit yumurta ve larvalar1 genellikle konak tarafindan yabanci olarak
tanimlanmayan yiizey faktorlerine sahiptirler (Asgari ve Schmidt 1994; Vilmos ve
Kurucz. 1998; Richards ve Edwards 1999a; Richards ve Edwards 1999b; Schmidt
2001; Lavine ve Strand 2002; Glatz 2004; Ribeiro ve Brehelin 2006).
Hemositlerin boceklerin bagisiklik sistemindeki birgok fonksiyonda rol
oynamasi, bunlar1 ¢evresel faktorlere karsi diger hiicrelere oranla daha duyarh
hale getirmekte ve hiicresel oksidatif stresin ortaya ¢ikmasini hizlandirmaktadir.
Bu durumda hiicrelerde geri doniisiimsiiz olarak hasarlar meydana gelebilir ve
hiicreler hizla Apoptotik veya Nekrotik mekanizmalarla 6liime siiriiklenirler.
BGD’ler gibi ¢evresel kirleticilerin neden oldugu bu degisiklikler morfolojik
olarak gozlemlenebilmektedir. Bu degisiklikler hiicre hacmindeki artis

(hipertrofi), hiicrelerin sayica artmasi (hiperplazi), hiicrelerin boyutundaki azalma
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(atrofi), hiicre ¢ogalmasinin durmasi (aplazi), hiicre sayisinin azalmasi (hipoplazi)
ve normal dis1 hiicre gelisimi (diplazi) seklinde meydana gelebilir (Brown 2002).
Farelerle yapilan bir galismada, BGD’lerinden indol-3-asetik asidin hamilelerde
deri altina uygulandiginda, iiglincii nesil fare kemik iligi hiicrelerinde mitotik
indeksi kontrol grubuna gore arttirdigi gozlenmistir (Yilmaz ve Yiiksel 2005).
Sicanlarla yapilan bir calismada ise deri altina enjeksiyon veya sonda ile besleme
yoluyla yapilan Indol-3-asetik asit uygulamasinin nétrofillerdeki fagositik
kapasiteyi artirdigi belirlenmistir (Pugine ve ark. 2007). Ayni BGD’nin insan
fibroblast kiiltiirinde DNA ve RNA miktarin1 arttirdigi, farelerde ise bazi
dokulara ait hiicrelerdeki apoptotik akitiviteyi artirarak sigan fetlislerinde
mikroensefaliye neden oldugu belirtilmistir (Kowalska 1991; Furukawa 2004).

Bocek hemositleri ile ilgili ¢aligmalarin ¢ogunda ise, aglik, enfeksiyon ve
yaralanma gibi durumlarda hemosit miktarindaki degisikler (Lastra ve ark. 2001;
Sewify ve Hashem 2001), mitoz boliinme, hemositlerin farklilagmasi (Yamashita
ve Iwabuchi 2001) gelisimin farkli evrelerinde mitoz boliinme gegiren hemosit
sayilar1 (Jones ve Liu, 1968) ve hemosit fonksiyonlar: sirasinda goriilen apoptozis
olay1 arastirilmigtir (Pech ve Strand 2000; Le ve ark. 2003; Teramoto ve Tanaka
2004; Suzuki ve Tanaka, 2006). Hemositler, yabanci organizmalara veya toksik
maddelere karst bagisiklik tepkilerini ortaya koyarken programlanmis hiicre
Oliimlerinin (apoptozis) goriildiigii (Pech ve Strand 2000; Le ve ark. 2003; Sung
ve ark. 2003a ve 2003b), hemosit sekillerinde ve mitotik indekste farklilagmalar
oldugu (Gupta 1985; Teramoto ve Tanaka 2004) belirlenmistir. Ancak, GA; gibi
BGD’ye maruz kalmis zararli ve yararli boceklerin hemositlerinde sitolojik
degisiklikler olup olmadigina iliskin bir ¢aligma yoktur.

Calismamizda parazitoit tir olarak kullanilan Pimpla turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) birgok lepidopter tiiriiniin prepup ve pupunda
soliter, idiobiont ve endoparazitoit olarak gelisen bir tiirdiir (Kansu ve Ugur 1984;
Uckan ve Giilel 1990). P. turionellae ¢ok genis bir konak araligina sahiptir ve
konak tiirlerinin ¢ogunlugu larval gelisimleri siiresince gesitli bitkiler {izerinden
ozellikle de meyve agaclarindan beslenmektedirler. Bu nedenle P. turionellae
erginlerinin hem meyve 6zleri iizerinden beslenmeleri hem de konaklarinin yayilis

Ozelliklerinden dolay1, erginleri meyve bahgelerinde yaygin olarak
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bulunmaktadirlar. Bu parazitoitin konaklarindan biri olan ve ¢alismamizda konak
tiir olarak kullanilan biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella ise larval
donemde ar1 kovanlarinda ekonomik agidan 6nemli zararlara yol acan zararli bir
kelebek tiiriidiir. Larvalart hem kovanlardaki peteklerden ve baldan
beslenmektedirler hem de petegin orta taban kisminda tiineller agarak yikint1 ve
dokiintiiler meydana getirerek zararli olurlar (Oder 1983). Hem konak hem de
parazitoit tiirler beslenmeleri sirasinda birgok cevresel kirleticilere de maruz
kalmaktadirlar. Ayni1 zamanda bu kirleticiler hem P. turionellae larvalarimin
konaktan beslenmesi sirasinda parazitoite gecis yapmakta hem de parazitoit
erginleri meyve Ozleri iizerinden beslenirken direkt olarak besinle birlikte
alinmaktadirlar (Sak ve ark. 2006; Ergin ve ark. 2007). Bu bilgilerden yola
cikilarak caligmada, degerli bir tarimsal ara¢ olan, 0&zellikle de meyve
yetistiriciliginde Onemli yeri olan gibberellik asit (GAsz)’in hem konak G.
mellonella hem de parazitoit P. turionellae iizerindeki fizyolojik etkilerinin
arastirilmast amaclanmistir. Bu etkilerin bilinmesi ise hem biyolojik kontrol
programlarin basaris1 hakkinda hemde ekosisteme yogun olarak giris yapan bu
kimyasallarin toksikolojik etkilerinin olup olmadig1 hakkinda 6nemli bir kaynak
olacaktir. Ayrica bir model olarak bocek bagisiklik sisteminin ¢alisiimasi,
omurgasiz ve omurgali hayvanlar i¢in ortak olan bagisiklik tepkilerinin evriminin
ortaya konmasi ile ilgili caligmalara da yarar saglayacag: diistiniilmektedir.

Elde edilen verilerin bdcek biyokimyasi, fizyolojisi, gelisim biyolojisi,
biyolojik kontrol ve ekolojik denge ile ilgili calismalara da 1s1k tutacagi
diisiiniilmektedir. Bunun yaninda ¢alismamizin sonuglari ile en az bocekler kadar
dogrudan ve dolayli olarak GAs’e maruz kalan hayvan ve insanlarin sagligi
tizerinde yapabilecegi etkiler hakkinda da yorumlar yapilmasina olanak

saglayacaktir.
1.1. Bitki Gelisim Diizenleyicileri (BGD)
Dogal olarak bitkilerde sentezlenen, bitkide biiyiime, gelisme ve fizyolojik

faaliyetleri kontrol eden ve olustuklar1 yerden bitkinin baska yerlerine tasinabilen,

cok az miktarda bile etkilerini gosterebilen organik maddelere Bitkisel
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Hormonlar" adi verilir (Bidwell 1974; Dobrev ve ark. 2005). "Bitki Biiylime
Diizenleyicileri" ya da "Biiytimeyi Diizenleyici Maddeler" terimleri ise dogal bitki
hormonlarinin yani sira, son yillarda sayilar1 giderek artan ve sentetik olarak elde
edilebilen, bitki biiyiime ve gelismesi iizerine etkili diger kimyasal maddeleri de
kapsamina almaktadir. Yani her "Bitki Hormonu" bir "Biiylimeyi Diizenleyici
Madde" oldugu halde, her "Biiyiimeyi Diizenleyici Madde" bitki hormonu degildir
(Unal 1998). Bu nedenle ister sentetik olsun isterse dogal olarak sentezlensin bu
maddeler bitkilerde biiylime ve gelisme olaylarini diizenlemeleri nedeniyle
biiyiime regiilatorleri veya biiylimeyi diizenleyici maddeler olarak da
isimlendirilmektedirler (Kadioglu 2004). Tanimlarindan anlasildigi  gibi
BGD’lerin bazilari bitkilerde gelismeyi tesvik ederken bazilari ise engelleyici etki
gosterirler (Bidwell 1974; Unyayar 2000). Bitkideki biiyiime ve gelisimi uyaran
veya hizlandiranlara stimiilator (tesvik edici), yavaslatan veya durduranlara ise
retardan (inhibitor ya da engelleyici) denilmektedir. Bitki gelisim diizenleyicileri
bu 6zelliklerinden dolay1 tarimda, tohumlarin ¢imlendirilmesinden doku kiiltiiriine
kadar bir¢ok alanda kullanilmaktadir.
Bitki gelisimini diizenleyiciler, etki ve kimyasal yapilarina gore
1. Biiylime hormonlari
a. Stimiilatorler (Uyaricilar),
v Oksinler
v Gibberellinler
v’ Sitokininler
b. Inhibitérler (Engelleyiciler),
v’ Absisik asit
v’ Etilen
2. Organ yapicit Hormonlar,
v" Florigen
v Vernalin
v Rizokalin
3. Yara hormonlari

v" Trauma

v" Nekro
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seklinde smiflandirilabilir (Bidwell 1974; Sun ve Gubler 2004; Campbell ve
Reece 2008).

Bitki biliylime hormonlarinin fizyolojik etkileri, konsantrasyonlarina,
cevresel faktorlere, bitki tiirlerine ve bitkinin yasina baglh olarak degismektedir.
Baslica fizyolojik etkileri; hiicre boliinmesi, hiicre uzamasi ve genislemesi,
morfogenez, tohum ve tomurcuk dormansisi, embriyo gelisimi ve tohum
¢imlenmesi, ¢i¢ceklenme, biiyiime, meyve olusumu, gelisimi ve olgunlagmasi,
partenokarpik meyve olusumu, apikal dormansi, senesens, kloroplast gelisimi ve
klorofil sentezi, niikleik asit ve protein sentezi, enzim sentezi ve aktivasyonu,
tuber olusumu, kok olusumu, kambiyal aktivite, absisyon, strese adaptasyon
mekanizmas1 ve osmoregiilasyon olarak siralanabilir (Kim 1992; Hiroyasu 1997;
Sun ve Gubler 2004). Baglangicta yalniz tohumlarin ¢imlenmesinde, meyve, fidan
ve celiklerin koklendirilmesinde kullanilan BGD’ler, daha sonralar1 tohumdan
hasada, hatta tiiketime ve pazara sunuluncaya kadar gecen her devrede ¢ok degisik

amagclar dogrultusunda tiim diinya iilkelerinde genis ¢capli kullanilmaktadir.

1.1.1. Gibberellik asit (GA3)

BGD’lerin en genis gruplarindan birisi olan gibberellinler bitkilerin birgok
biiyiime ve gelisme mekanizmalarinda rol oynayan tetrasiklikditerpenoid
yapisindaki yaklasik 346 Da molekiiler agirligindaki bitkisel hormonlardir. Sekil
1.1’de goriildiigii gibi giberellinler, 19 veya 20 karbonlu Giberellan iskeletine
sahiptir ve ¢ok sayida karboksil gruplar ile farkli say1 ve konumlarda hidroksil
gruplart igermektedir. Gibberellinler vejetatif ve reprodiiktif evrede bitkilere
uygulanirsa tesvik edici etki gosterdiklerinden dolay1 ticari degere sahiptirler

(Carslon ve Crovetti 1988).
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Sekil 1.1. Gibberellik asit (C,9H»,0¢) (Kacar ve ark. 2002°den).

Yabuta (1935), Gibberellinleri, Gibberalla fujikori denilen fungustan ilk
defa izole etmis ve GA seklinde isimlendirmistir. Ozellikle bu madde celtik
koklerine verildigi zaman ¢ok hizli bir biiyiimeye neden olmaktadir. 1954-1955
yillarinda bir¢ok Amerikan bilim adami1 A’dan G’ye kadar degisik GA formlari
kesfetmis Japon bilim adamlari ise her bir gibberellin tipinin (6rnegin A ve B
gibi) degisik tiirlerinin oldugunu bulmus GA;, GA,, GAj; gibi isimlendirme
yapmiglardir. 1957°de Takahashi GA4’ii bulmustur. Gibberellinlerin biiyiime ve
gelismeyi arttirict etkisinin saptanmasi, ilk defa Japonya’da rastlanan ve normal
bitkilere gore daha ince uzun boylar ile dikkati c¢eken c¢eltik fidelerindeki
"Bakanae Hastalig1"nin nedenleri ve denetimi {izerindeki caligmalar ile baslamistir
(Giiven 1988; Vardar ve Giiven 1996). Giiniimiizde ise 200’lin iizerinde GA
bilinmektedir. Aktif biiyiime doneminde su ile pargalanan birgok gibberellin
tiirleri ¢cok hizli etkili olurlar. Bazi kimyasallar inaktif baglar olusturarak
gibberellinlerin ortaya ¢ikmasini yavaslatirlar. Inaktif baglar floem ve ksilemde
tasinma veya depolama sirasinda yeni hazirlanan dokulara ve yeni olusan
dokulara etkilidir.

Gibberellinler GA3, GA4, GA7 karisimi ve potasyum gibberellat formlarinda
ticari olarak kullanilmaktadirlar (EPA 1995). Calismamizda kullanilan GA;
(C19H220g) ise bir tetrasiklikditerpenoid asit olup, AsetilCo-A’dan sentezlenir ve
bitkilerde birgok dnemli fizyolojik islevleri bulunmaktadir. Bu iglevler,

v Bir¢ok otsu ¢ok yillik bitkilerin ve tanesiz hububatlarin uzayan

gbovdelerindeki genisleme ve hiicre boliinmesi olaylarinin baslatilmast,
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v' Meyve bilyiimesi ve tohum ¢imlenmesinin uyarilmasi,

v Tohum dormansisinin kirilmasi, ¢igeklenmek igin uzun giin veya diisiik
sicakliga ihtiya¢ duyan bitkilerin bu sartlara ihtiya¢ duymadan ¢iceklenmelerinin
saglanmasi,

v llkbaharda 1liman bodlge odunsu bitkilerinde dormansi kirilmasinin
uyarilmasi seklinde 6zetlenebilir (Salisbury ve Ross 1992).

Gibberellinlerin ¢igeklenme, hiicre biiylimesi, karbonhidrat metabolizmast,
a- amilaz aktivitesi ve parteneokarpi gibi biyolojik davranislar tizerindeki etkileri
de cesitli tarimsal bitkilerde amaca uygun kullanim alanlari bulmustur (Weaver
1972; Luckwill 1981; Nowak ve Lawson 1984; Nickell 1985).

Ulkemizde hemen hemen en yaygin kullanilan BGD GAs'tiir. Zira kirazdan
lizime, elmadan siis bitkilerine kadar genis bir bicimde kullanim alan1 bulmustur.
Birgok kiiltiirde ¢esitli amaglarla kullanilmakta olan GAj3’iin en 6nemli kullanim
alanlar1 ve amaclar soyle verilmektedir (Kocagaliskan 2005, Tarim ve K&y Isleri
Bakanlig1 2011);

v' Uziimde salkim geligmesini ve tane iriligini artirmak,
Limonda meyve olgunlugunu geciktirmek,
Marulda tohum hasadi yoniinden ¢igeklenmeyi tesvik,
Patateste uyku donemini kirarak ¢imlenmeyi tesvik,

Cesitli siis bitkilerinde ¢icek verimini ve kalitesini artirmak,

AN NEENEEN

Navel portakallarinda ve altintoplarda kabuk lekesini ve yaslanmasini
Onlemek,

Kerevizde gelismeyi tesvik etmek,

Kirazda daha iyi renk ve iri tane elde etmek, hasat siiresini uzatmak,

Enginarda hasat siiresini uzatmak icin olgunlagsmay1 geciktirmek,

SN NEE NN

Fasulye, bezelye, pamuk, celtik, soya ve bugdayda cabuk c¢imlenmeyi
tesvik,

<\

Serbetci otunda verimi yiikseltmek,

<\

Italyan erik cesitlerinde i¢ kararmasini1 énlemek ve verimi artirmak,

v" Mandarinlerde meyve tutumunu artirmaktir.
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1.2. Hemositler

Boceklerde ve agik dolasim sistemine sahip diger hayvanlarda,
omurgalilarda oldugu gibi kan ve lenfatik sivilarin ayrimi olmadigr igin viicut
stvilart hemolenf olarak adlandirilmaktadir. Hemolenf dolasiminda yer alan
hiicreler de hemositler olarak isimlendirilmektedir (Rowley ve Ratcliffle 1981).
Boceklerde, hemositler embriyonik gelisim sirasinda bas veya dorsal
mezodermden gelisirler (Rowley ve Ratcliffle 1981; Tepass ve ark. 1994).
Mezodermal olarak tiiremis hematopoietik organlarda var olan kok hiicrelerin
boliinmesi yoluyla ve/ veya dolasimdaki hemositlerin bdliinmeye devam
etmesiyle boceklerde hemositler iiretilmeye devam eder (Jones 1970; Rowley ve
Ratcliffle 1981). Birgok bocek tiiriinde hematopoietik organlar farkli viicut
kisimlarinda tespit edilmistir (Rowley ve Ratcliffle 1981). Lepidoptera takimina
ait tiirlerinin larvalarinda protoraksik spirakiillerin yakininda yerlesim gosteren bir
kapsiil i¢inde bulunan hiicrelerin hemosit olusumuyla iliskili oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle Lepidopterler’de hemopoietik organin genellikle
toraksta imajinal kanat diski ile beraber, bazi Dipterler’de ise abdomenin posterior
segmentinde bulunduklar1 bildirilmistir (Nation 2002).

Giinlimiizde hemositlerin olusumu ve farklilagsmasi hakkinda farkli teoriler
olsa da genel kan;

(1) prohemositlerin hematopoietik organlarda ilk olarak plazmatositlere
farklilastigr diger hemosit tiplerinin ise dolasima salindiktan sonra
farklilastigi,

(2) dolagimdaki hemosit populasyonlarnin hiicre farklilasmalarindan sonra
devam eden hiicre boliinmeleri ile saglandig1 seklindedir (Lavine ve Strand
2002).

Galleria mellonella’da hematopoietik organin varligma ait bir veriye
literatlirde rastlanmamistir. Bununla beraber G. mellonella’da mitotik indeksin
arastirlldigr bir ¢alismada dolasimdaki hemositlerin %1 oraninda mitotik fazda
oldugu ve bu oranin larval evre boyunca hiicre sayilarini devam ettirmede yeterli
oldugu belirlenerek bir hematopoietik organa ihtiya¢ olmadig: belirtilmistir (Jones

ve Liu 1968). Morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine gore,

17



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera
ve Collembola gibi ¢esitli takimlarda tanimlanan en genel hemosit tipleri genel
olarak;

e prohemositler,

e plazmatositler,

e graniiler hiicreler (graniilositler),

e siferul hiicreler (spherulocyte)

e oecnositoidler olarak siiflandirilmaktadir (Gupta 1985; Schmidt ve ark.
2001; Vilmos ve Kurucz. 1998; Lavine ve Strand 2002; Silva ve ark. 2002;
Glatz ve ark. 2004; Turnbull ve ark. 2004).

Sekil 1.2.  Bocek hemolenfindeki hemositlerin genel goriiniimleri. PR: Prohemosit, PL:
Plazmatosit, GR: Graniilosit, SP: Siferiilosit,O: Oenositoid (Nation 2002’den).

Hemolenfte diizgiin sekilli, en kiigiik hemositler prohemositlerdir. Caligilan
tim Lepidoptera tiirlerinde rastlanmistir ve bunlar farkli hemosit tiplerinin
onciileri oldugu diigiiniildiigii i¢in prohemositler olarak isimlendirilmistir. Ancak
prohemosit tanimi sitolojik oOzelliklerine bakilarak verilmistir ve bu hipotezin
dogrulugu icin daha c¢ok c¢alisma yapilmalidir (Ribeiro ve Brehelin 2006).
Prohemositler tipik olarak yuvarlak veya oval sekilli olabilen oldukca kiiciik (4-10
um genisliginde ve 4-14 pm uzunlugunda) ve oransal olarak biiyiik ¢ekirdekli

hiicrelerdir (Gupta 1985; Brehelin ve Zachary 1986; Chapman 1998; Silva ve ark.
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2002; Giulianini ve ark. 2003). Ribozom ve mitokondri igerirler ancak
endoplazmik retikulum ve golgi organelleri ¢ok azdir. (Rowley ve Ratcliffle 1981;
Levin 2007). Sentrioller ve mikrotiibiiller igerdikleri i¢in bu hemositlerin aktif
mitotik hiicreler oldugu belirtilmekte ve prohemositlerin diger hemosit tiplerinin
onciileri oldugu savunulmaktadir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Gupta 1985;
Ribeiro ve Brehelin 2006; Levin 2007). Bu nedenle, temel fonksiyonlari
boliinmek ve yeni hemositler olusturmaktir. Prohemositlerin dolasimdaki oranlari
bocegin gelisim ve fizyolojik durumuna gore degisiklik gdsterebilmektedir ancak
bu oran genellikle % 5’1 gegmez (Rowley ve Ratcliffle 1981; Gupta 1985).

Plazmatositler, kiigiik veya biiylik polimorfik hiicrelerdir. Lepidoptera’da
uygun fiksasyondan sonra plazmatositler boylart 3 um’den 40 pm’ye kadar
ulagabilen kiiresel veya oval hiicreler olarak goriiliirler (Rowley ve Ratcliffle
1981; Gupta 1985; Chapman 1998; Silva ve ark. 2002; Lavine ve Strand 2002;
Ribeiro ve Brehelin 2006). Transmisyon elektron mikroskobunda birkag¢ yalanci
ayak, pinositotik vezikiiller, vakuoller ve poliribozomlar gozlenebilir. Golgi
aparatt az gelismistir (Ribeiro ve Brehelin 2006). Bircok Lepidopter tiiriinde
plazmatositler graniillerden yoksundur (Ribeiro ve ark., 1996), ancak Galleria
mellonella’da bu hiicreler graniil i¢erebilir (Ribeiro ve Brehelin 2006). Lizozomal
enzimler igerirler ve genellikle dolasim sivisinda en ¢ok bulunan hemositlerdir.
Plazmatositler, fagosite edilemeyecek kadar biiyiikk olan yabanci cisimlerin,
bakteri topluluklarinin veya nekrotik melanize olmus materyallerin etrafinda
kapstiller ve nodiiller olusturabilirler (Lavine ve Strand 2002; Ribeiro ve Brehelin
2006). Plazmatositlerin fagositozdaki rolii heniiz tam netlige kavusmamustir, bazi
aragtiricilar bu hiicrelerin fagositozda rol oynadiklarini savunurken (Tojo 2000;
Ling ve Yu 2006), bazilar1 bunlarin fagositik hiicreler olmadiklarimni
savunmaktadirlar (Costa 2005).

Graniilositler siferik ya da oval bi¢iminde, ¢ekirdekleri kiiciik ve
sitoplazmalar1  graniilliidiir. ~ Graniiler hemositler Lepidopterlerde uygun
fiksasyondan sonra caplar1 4-45 pm arasinda degisebilen kiiresel hiicreler olarak
goriilebilirler. Transmisyon elektron mikroskobunda ise gelismis grantlli
endoplazmik retikulumlari, bir¢cok pinositotik vezikiilleri, ince ve uzun yalanci

ayaklar tespit edilmistir (Ribeiro ve Brehelin 2006). Histokimyasal analizlere
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gore graniiller glikoprotein ve mukopolisakkarit yapisindadirlar. Grantiler
hemositlerin en oOnemli fonksiyonlarinin fagositoz oldugu bir¢ok ¢alismada
gosterilmistir (Ribeiro ve ark. 1996; Costa 2005). Graniilositlerin ayn1 zamanda
kapsiil / nodiil olusumu sirasinda yabanci cisimlerle ilk temas kuran ve graniiler
icerigini disar1 veren hiicreler oldugu tespit edilmistir. Bir¢ok arastirici, graniilosit
igeriginin bu sekilde ekzositozunun plazmatositleri o bolgeye cekmekte is
gordiigiinii (Ribeiro ve Brehelin 2006) veya en azindan kapsiil veya nodiil
olusumu sirasinda plazmatositlere yardimer olacagmi (Pech ve Strand 1996)
diistinmektedir. Farkli bocek tiirlerinde graniilositler toplam hemosit sayisinin
%30-60’1m1 ihtiva ederler ve plazmatositlerle birlikte bir¢cok bocek tiirlinde en
fazla bulunan hemosit tipidir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Chapman 1998).

Siferiilositler, ¢aplar1 5-25 pum arasinda degisebilen oval veya kiiresel
hiicrelerdir (Gupta 1985; Chapman 1998). Lepidopter siferiil hiicreleri az sayida
asit mukopolisakkaritlerle boyanabilen 1,5-3 um capinda kiirecikler (sifertiller)
icerirler (Rowley ve Ratcliffle 1981). Bu durum hiicrelerin diizglin sekilli
olmamasina yol acar. Dolasimda goriilme sikliklar1 tiim hemosit populasyonu
icinde %>5’ten azdir (Rowley ve Ratcliffle 1981). Sitoplazma ayni zamanda
ribozomlar, golgi, lizozomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum igermektedir
(Levin 2007). Bazi arastiricilar siferiilositlerin ipek iiretimi, melanizasyon,
fagositoz ve pihtilagmanin diizenlenmesinde goérev aldiklarimi savunsalar da
siferiilositlerin bagisiklik sistemindeki fonksiyonlar1 heniiz netlik kazanmamistir
(Gupta 1985; Brehelin ve Zachary 1986; Chapman 1998).

Onositoidler ¢aplari 54 pm’yi bulan yuvarlak veya oval sekilli hemositler
icindeki en biiylik boyutlara sahip hiicrelerdir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Levin
2007). Biniikleat olabilirler ve kolaylikla lizis olabilirler. Ancak lizise
ugradiklarinda hemolenfin koagulasyonuna neden olmazlar. Fagositik 6zellikleri
yoktur. Cekirdekleri merkezi degildir ve transmisyon elektron mikroskobu
goriintiilerine gore sitoplazmalarinda bir¢ok serbest ribozom igerirler ancak diger
tipik sitoplazmik organelleri az gelismistir (Ribeiro ve Brehelin 2006). Bazi
onositoidler c¢ubuk, igne veya kristal seklinde sitoplazmik inkliizyonlar
igerebilirler. Ornegin Drosophila’da inkliizyonlarm sekli nedeniyle 6nositoidler

kristal hiicreler olarak adlandirilirlar (Gupta 1985; Tepass ve ark. 1994).
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Onositoidler toplam hemosit populasyonunun %1-2’sini olustururlar (Rowley ve
Ratcliffle 1981) ve Lepidopterlerde diger hemosit tiplerine kiyasla en biiyiik
hemositler olduklar1 belirtilmistir (Gupta 1985; Chapman 1998). Birgok
Lepidopter tiirlinde hazirlanan preperatlarda onositoidler olduk¢a nazik ve in
vitroda hemen lizise ugrayan hiicreler olarak goze carpmaktadirlar (Strand ve
Noda 1991; Kanost ve ark. 2004). Ancak G. mellonella 6nositoidlerinin daha
dayanikli hiicreler olduklar1 bildirilmistir (Rowley ve Ratcliffle 1981).
Lepidopterlerde bagisiklik sisteminde ve yara iyilestirmede olduk¢a 6nemli rol
oynayan hemolenfin koyulagmasindan (melanizasyon) sorumlu olan fenoloksidaz
bu hemositlerde mevcuttur (Ashida ve ark. 1988; Ribeiro ve ark. 1996; Da
Silveira ve ark. 2003; Kanost ve ark. 2004). Ashida ve ark. (1988) fenoloksidazin
Bombyx mori L. (Lepidoptera: Bombycidae)’de Onositoidler icinde
sentezlendigini ve bu hiicrelerin parcalanmasi sirasinda plazmaya salindigini
tespit etmislerdir (Ashida ve ark. 1988).

G. mellonella hemosit tiplerinin belirlendigi bir ¢alismada Ashhurst ve
Richards (1964), temel hemosit tiplerinin prohemositler, plazmatositler,
adipohemositler, siferiil hiicreler ve onositoidler oldugunu belirtmislerdir. Jones
(1967) ise, prohemositler ve plazmatositlerin ayrimi ¢ok zor oldugu i¢in her iki
hiicre grubunu tek bir kategoriye alarak plazmatositoid terimini kullanmistir.
Neuwirth (1973), G. mellonella’da daha Onceki ¢alismalarda yag damlalar
icerdigi icin adipohemosit olarak adlandirilan hemosit tiplerinin aslinda graniiler
hemositler oldugunu ve pup evresine yaklastikca bu yag damlalariin

genisleyerek sayilarinin arttigini belirtmistir.

1.2.1. Enkapsiilasyon

Boceklerde dogal bagisiklik sistemi humoral bagisiklik ve hiicresel
bagisiklik olmak {izere iki kisma ayrilmistir (Hirashima ve ark. 1990; Faulds
1991; Canyurt 1994; Godfray 1994; Androw ve ark. 1997; Uckan ve Giilel 2002;
Wharton  2003;). Humoral bagisiklik hemolenfin  pihtilagsmast  veya
melanizasyonunu diizenleyen kompleks enzimatik olaylar1 ve antimikrobiyal
peptitlerin sentezini igermektedir (Canyurt 1994; Uckan ve Giilel 2002). Hiicresel

bagisiklik tepkileri ise fagositoz, enkapsiilasyon, nodiil olusumu ve koagiilasyon
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gibi savunma mekanizmalarin1 gergeklestiren hemositler tarafindan olusturulur
(Hirashima 1990; Faulds 1991; Canyurt 1994; Uckan ve Giilel 2002; Wharton
2003). Bu hiicresel savunma tepkilerinde rol alan hemositler plazmatositler ve
graniilosit olup dnositoidler ise melanizasyonda gorev alirlar (Levin 2007).
Hemosit aracili enkapsiilasyon bocek bagisiklik sisteminin en Onemli
unsurlarindan biridir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Gupta 1985; Schmidt ve ark.
2001; Richards ve Edwards 2002). Bu tepki yabanci patojenin kendinden olmayan
olarak algilanmasi, bunun etrafinda ¢ok yogun yassilagmis hemosit tabakalarinin
olugmasi ve hemosit tabakalarinda kismi veya komple melanizasyon sonucu
patojenin oSldiriilmesi seklinde tarif edilmektedir (Rowley ve Ratcliffle 1981;
Gupta 1985; Schmidt ve ark. 2001; Richards ve Edwards 2002). Enkapstilasyon
tepkisi genellikle hemositler tarafindan fagosite edilemeyecek kadar biiytlik olan
partikiiller i¢in gergeklestirilir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Richards ve Edwards
2002). Enkapsiilasyon hedefi biotik organizmalar (Trematodlar, Nematodlar,
parazitoitler, parazit ve parazitoit yumurta ve larvalari, mantarlar) olabildigi gibi
disaridan enjekte edilen deneysel objelerde (sephadex boncuklari, naylon
boncuklar, pamuk lifleri) olabilmektedir (Rowley ve Ratcliffle 1981; Gotz ve
Boman 1985). Kapsiil morfolojileri genellikle taksonlar arasinda benzerlik
gosterir bununla beraber kapsiillerin olusum hizi, rol alan hemosit tipleri ve
kapsiillerin melanize olup olmamasi gibi durumlarda tiirler arasinda varyasyonlar
goriilebilir (Schmidt ve ark. 2001). Yabanci organizma etrafinda olusturulmus
genel bir kapsiil ii¢ bolge igermektedir. En alt kapsiil tabakasi yaklasik on hiicre
kalinliginda olup yassilasmamis ancak otoliz belirtileri gdsteren graniiler
hiicrelerden olugmaktadir. Orta tabaka yaklasik 20-40 hiicre kalinhiginda ve
hiicreler arasi bosluklar1 elektron yogunlugunda materyal ihtiva eden yassilagsmis
plazmatositlerden olusmaktadir. En dis katman ise on tabaka kalinliginda
graniilositlerden olusmaktadir (Gillespie ve ark. 1997; Chapman 1998). Bazi
aragtiricilar enkapsiilasyon tepkisine tek bir hemosit tipinin aracilik ettigini,
bazilar ise en az iki hemosit tipinin enkapsiilasyonun gerceklestirilebilmesi icin
gerekli oldugunu savunmaktadir (Canyurt 1994; Androw ve ark. 1997; Uckan ve
Giilel 2002). Ornegin Pseudoplusia includens’de kapsiil olusumu graniilositlerin

ilk olarak yabanc1 yiizeye tutunmasi ve ilk kapsiil tabakasini olugturmasi, ardindan
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plazmatositlerin birgok tabaka halinde graniilositlere tutunmasi ile gerceklesir
(Lavine ve Strand 2002). Enkapsiilasyonun tamamlanmasi olusan kapsiiliin
etrafinin ince bir graniilosit tabakasi ile kaplanmasi ile sona erer (Strand ve Pech
1995; Pech ve Strand 1996; Schmidt ve ark. 2001; Luo ve Pang 2006). Sonug
olarak, kapsiilin melanize olmasi bu prosese eslik eder ve enkapsiile olan
organizma c¢ogunlukla o6liir (Schmidt ve ark. 2001; Lavine ve Strand 2002).
Enkapsiile olmus hedef organizmanin 6liimiinden sorumlu olan faktdrler ¢ok iyi
bilinmemekle beraber (Schmidt ve ark. 2001), bogulma, melanizasyon esnasinda
gergeklesen profenoloksidaz aktivasyonu yoluyla lokal olarak olusan sitotoksik
kinonlar ve semikinonlar, serbest radikaller ve antibakteriyel peptitlerin 6liim
ajanlar1 olarak fonksiyon gdosterdikleri savunulmustur (Nappi ve ark. 1995;
Gillespie ve ark. 1997; Nappi ve ark. 2000; Lavine ve Strand 2002;
Jiravanichpaisal ve ark. 2006).

1.2.2. Hemositlerde apotozis ve nekrozis mekanizmalari

Hemositlerde yabanci organizmalara veya toksik maddelere kars1 bagisiklik
tepkilerini ortaya koyarken programlanmis hiicre dliimlerinin (apoptozis) ya da
nekrozun meydana geldigi (Pech ve Strand 2000; Le ve ark. 2003), hemosit
sekillerinde ve mitotik indekste farklilagsmalar oldugu belirlenmistir (Gupta 1985;
Teramoto ve Tanaka 2004). Apoptozis hiicrenin ig¢sel intithar mekanizmasidir.
Ancak, apoptoz sirasinda hiicre icerigi dis ortama birakilmaz ve genel olarak
cevredeki hiicreler etkilenmez (Aldirmaz 2004; Halliwell ve Gutteridge 2007).
Apoptoz’a giden hiicrede biiziilme, sitoplazmada balonlasma ve sitoplazmik
igerikte bliziilme gozlenir. Cekirdek zarinin ¢evresinde heterokromatin birikimler,
kromatinde yogunlasma ve DNA’nin par¢alanmasi meydana gelir (Pech ve Strand
2000; Terahara ve ark. 2003). Son olarak, hiicre kiiciik fragmentlere ayrilarak
apoptotik cisimcikleri olusturur (Haschek ve Rousseaux 1998).

Apoptozis gegiren hemositlerin morfolojisinde de tipik olarak kiigiilme,
hiicre zarinda kabarciklagma, kromatinde yogunlasma ve DNA’nin pargalanmasi
dikkat ¢ekmektedir (Pech ve Strand 2000; Terahara ve ark. 2003). Hiicre oliimii,
ozellikle konak — parazitoit iliskisi icinde genel bir 6zelliktir ve apoptozis ve/veya

onkozis parazitoit larvasinin konak i¢inde basarili bir sekilde gelisebilmesi i¢in
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konak uygunlugunun (6r: gelisimin durmasi, konak bagisiklik sisteminin
baskilanmasi, konak metabolizmasinin indirgenmesi veya yeniden diizenlenmesi,
konak lipitlerinin larval beslenme i¢in salinmasi) diizenlenmesinde oldukca
onemli goriinmektedir (Rivers ve ark. 2007).

Nekrotik hiicre 6liimii sirasinda organellerde sisme, mitokondri, peroksizom
ve lizozom membranlarinin yapisal biitiinliiglinde bozulma meydana gelir.
Sonunda hiicre zarinda meydana gelen par¢alanma ile birlikte gesitli enzimleri ve
pro-oksidanlar1  bulunduran hiicre igerigi dagilarak komsu hiicreleri
etkilemektedir. Ribozomlarin kaybina bagli olarak bazofilik o6zellik azalir.
Sitoplazmadaki vakuollerde artis ve mitokondrilerde sisme goézlenir (Kumar ve
ark. 2003; Halliwell ve Gutteridge 2007).

Hiicre apoptozuna ve nekrozuna 0zgii Ozelliklerin belirlenebilmesi igin
floresans mikroskobisi yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak, apoptotik
indeksin belirlenmesinde hiicre DNA’sin1 boyayan Acridine Orange (AO) ve
sadece membran biitlinliigli bozulmus ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreleri
boyayan Ethidium Bromide (EB) boyalar1 kullanilmaktadir. Bu boyalarla cifte
boyama teknigi kullanilarak hazirlanan preperatlar ise floresans mikroskobunda
incelenmektedir. Acridine orange’in canli ve Ol hiicrelerin igerisine girip ¢ift
zincirli DNA’ya baglanmas yesil floresans, tek zincirli RNA’ya baglanmasi ve
lizozomlarda birikmesi sonucu kirmizi veya turuncu floresans yayilmaktadir
(Kosmider ve ark. 2004). Ethidium bromide ise membran biitiinliigli bozulmus
hiicrelere girerek DNA’ya baglanip kirmizi floresans yaymaktadir (apoptozisin
ge¢ evresi ve nekroz). Bu cift boyama teknigi ile 4 hiicre grubu tespit
edilebilmektedir;

o Canl hiicreler (Yesil niikleus, stoplazma turuncu veya kirmizi goriinebilir)

o Erken apoptozis (Hiicre membran biitlinliigii bozulmamistir ancak kromatin
yogunlagmasi ve fragmantasyonu vardir, niikleus parlak yesil goriiniir)

o Geg apoptozis (sekonder nekroz veya apoptotik nekroz da denmektedir.

Ethidium Bromide membran biitiinligi bozulmus hiicrelere girerek

niikleusu turuncu renge boyamaktadir. Kromatin yogunlasmasi ve

fragmantasyonu vardir).
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o Nekroz (Sekil olarak normal olan turuncu niikleus gozlenir) (Cendoroglo ve

ark. 1999; Kosmider ve ark. 2004; Ugkan ve ark. 2010).

1.3. Hemolenf Proteinleri ve Serbest Aminoasitler

Boceklerde dolasim sivisi “hemolenf” olarak adlandirilmaktadir. Bocek
hemolenfi genellikle renksiz veya bazi pigmentlerden dolayi ¢cok az yesil veya sari
renkli bir sividir (Romoser 1994). Bocek tiiriine gore viicut agirliginin yaklasik
olarak  %5-40’1n1  olusturmaktadir. Boceklerde —metamorfoz  siiresince
metabolitlerin gerekli yerlere tasinmasi ve depolanmasinda hemolenfin ¢ok
onemli gorevleri vardir (Gupta 1985; Romoser 1994).

Boceklerin hemolenfi gelisimsel, fizyolojik ve immunolojik faaliyetlerde
onemli rolleri olan ¢ok sayida protein icermektedir. Ozellikle de bazi proteinler
hemolenfin fonksiyonlar lizerinde oldukga etkilidirler (Lee ve ark. 2000; Park ve
ark. 2005). Hemolenfteki protein miktari, gelisme sirasinda, Ozellikle de
metamorfozdan once ya da metamorfoz sirasinda biiyiik degisimler gosterir (Orth
ve ark. 2003).

Bocek hemolenfi ¢esitli proteinler icermektedir. Bunlar vitellogenler, depo
proteinleri, enzimler, hormonlar ve konagin humoral savunma reaksiyonlar ile
ilgili proteinlerdir (Riddiford ve Law 1983). Haunerland (1996), boceklerde
protein graniillerinin pup evresinde yag dokuda depo edildigini belirtmistir. ilk
kez larvanin yag dokusunda sentezlenen bu proteinler, 6zellikle son larval evrenin
beslenme fazi boyunca hemolenfte bol miktarda bulunmustur. Holometabol
boceklerin gelisim donemlerinde larval evrenin plazma proteinleri, bagkalasimin
devam edebilmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Hemolenf proteinlerinin biiyiik bir
boliimii 6zellikle de depo proteinleri, bocegin larval gelisimi sirasinda yag doku
tarafindan sentezlenirler ve hemolenfe salinirlar. Bocegin gelisiminin devam
etmesi ile birlikte, bu proteinler pupal donemde yag doku igerisinde protein
graniilleri seklinde ¢okerler. Daha sonra da ergin gelisiminde gerekli olan amino
asit kaynaklarin1 saglayabilmek i¢in proteolitik olarak amino asitlerine
parcalanirlar (Riddiford ve Law 1983; Levenbook 1985; Haurneland 1996).

Hemolenf proteinlerinin i¢inde ¢ok farkli enzimlerde bulunmaktadir. Bunlar
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arasinda literatiirlerde belirlenmis lizozim, antibakteriyal, antifungal ve tasiyici
proteinlerdir. Ayrica bir diger hemolenf enzimi ise fenoloksidazdir. Bu enzim
kutikulanin sertlesmesinde ve bocegin yabanci ajanlara karst korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir (Riddiford ve Law 1983; Nation 2002).

Boceklerde enfeksiyona karst gelistirilen humoral reaksiyonlarda da
antimikrobiyal peptitler sentezlenmektedir (Marmoras ve ark. 1996; Vilmos ve
Kurucz 1998; Schmidt ve ark. 2001; Lavine ve Strand 2002). Bu sitotoksik
molekiiller temel olarak yag dokuda sentezlenmektedir (Vilmos ve Kurucz 1998),
ancak yapilan ¢aligmalarda epidermis hiicrelerinde (Brey ve ark. 1993; Lee ve
Brey 1995), orta bagirsakta (Dunn ve ark. 1994; Russel ve Dunn 1996), tiikriik
bezlerinde (Kylsten ve ark. 1992), iireme sisteminde (Samakovlis ve ark. 1991;
Rosetto ve ark. 1996) ve hemositlerde (Gillespie ve ark. 1997) sentezlendikleri
gosterilmistir. Son yillarda boceklerde antimikrobiyal peptitlerin sentezi ile ilgili
caligmalar arttikca molekiiler agirliklar1 5 kDa’dan kii¢iik 170’den fazla sitotoksik
peptit ve protein bulunmustur (Levin 2007). Bu peptitler yapisal olarak farklilik
gosterseler de tiimii amfipatik 6zelliktedir ve membranlar {lizerinde etkili olarak
hedef hiicrenin lizis ile 6lmesine neden olurlar (Cociancich ve ark. 1993; Lockey
ve Ourth 1996). Bocekler enfeksiyona karst bu antibakteriyel peptitlerin bir
kombinasyonunu sentezleyerek bakteri kilifinin farkli bilesenleri {izerinde etkili
olurlar (Morishima ve ark. 1995). Antimikrobiyal proteinler yapisal ve dizilim
ozelliklerinin benzerliklerine gore ve bakteri hiicre duvarindaki hedef bolgelerine
gore smiflandirilmaktadirlar (Vilmos ve Kurucz 1998). Boceklerin fizyolojik
olarak olusturdugu en iyi bilinen antibakteriyel proteinler attasinler, lizozimler,
sekropinler, defensinler ve dipterisinlerdir (Boman ve ark. 1991). Bu
antibakteriyel peptitler enfeksiyonu takiben 2 saat sonra ortaya ¢ikarlar ve 24 saat
igerisinde en iist seviyeye ulasirlar. Bazi boceklerde aktiviteleri dort giin gibi kisa
stireli olmakla beraber digerlerinde aktiviteleri aylarca siirebilir (Marmaras ve ark.
1996).

G. mellonella’nin hemolenf proteinleri lizerine yapilan bir ¢alismada, depo
proteinleri, arilforin, lipoforin, jiivenil hormon baglayici proteinler ve diapozla
iligkili proteinler gibi bircok hemolenf proteinlerinin boceklerin yag dokulari

tarafindan sentezlenmekte ve hemolenfe serbest birakilmalarimin yaninda bazi
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proteinlerinde epidermis tarafindan sentezlendigi ve hemolenfe salindigi {izerinde
durulmustur. Bu nedenle ayni calismada G. mellonella’nin larval hemolenfinde 47
kDa molekiiler agirhiginda epidermis orjinli hemolenf proteini (EOHP)
belirlenmis ve bu protein izole edilmistir. Bu proteinin amino asit igeriginin
aspartik asit ve glutamik asitge zengin fakat tirozin, methionin ve triptofanca fakir
oldugu belirtilerek, larval donemler siiresince proteinin hemolenfteki
konsantrasyonun yiiksek iken, pupal ve ergin donemlerde azaldig1 gosterilmistir
(Lee ve ark. 2000).

Hemolenfin 6nemli 6zelliklerinden birisi diger hayvanlarin viicut sivilarina
oranla cok yiiksek miktarda serbest aminoasit icermesidir. Bu aminoasitler
hemolenfin ozmotik degerlerinin saglanmasinda ve hemolenfin hem anyonik
hemde katyonik 6zelliklerinin olusmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Florkin
ve Jeuniaux 1974). Aminoasitlerin hemolenf i¢inde bu kadar yiliksek miktarda
olmasmmin tam bir fizyolojik agiklamasi olmamasina ragmen, yag doku
hiicrelerindeki protein sentezi icin kaynak olabilirler. Bocekler i¢in esansiyal
aminoasitler genel olarak L-formundaki arjinin, histidin, izolosin, 16sin, lizin,
metionin, fenilalanin, triptofan, treonin ve valindir (Nation 2002). Hanzal ve
Jegorov (1991)’un yaptig1 calismada G. mellonella’nin larval hemolenfinde esas
olarak glutamik asit, serin, asparajin, glutamin, treonin, glisin, histidin, alanin,
arjinin, gamaaminobiitirik asit (GABA), valin, fenilalanin, l6sin ve lizin
belirlenmistir. Bu aminoasitlerden hemolenfteki konsantrasyonu en yiiksek

seviyede olanlarin Glutamin ve Alanin oldugunu bildirmislerdir.
1.4. Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)

Bu calismada konak tiir olarak kullanilan biiyiikk bal mumu giivesi G.
mellonella larval donemde zararli olan bir kelebek tiirtidiir. Ar1 bulunan her yerde
yasarlar ve disileri yumurta birakmak i¢in aksam karanliginda ari1 kovanlarina
girerler. Kovan i¢inde yumurtadan ¢ikan larvalar bal peteklerine biiyiik oranda
zarar verirler. Larvalar petegin orta taban kisminda tiineller acarak yikinti ve
dokiintiiler meydana getirmek sureti ile zararli olurlar (Oder, 1983). Bu tiir, tipik
bircok fizyolojik ve anatomik Ozellik goOstermeleri, ayni zamanda c¢ogalma

yeteneklerinin fazla olmasindan dolay1r da aragtirmalarda deney hayvani olarak
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tercih edilmektedir. Larval donemleri boceklerin hem hiicresel hem de humoral
savunma mekanizmalarinda uygun model olusturmaktadirlar.

Erginleri ¢alilik arazide yasamlarimi siirdiiriirler. Erginlerin boyutlari
yaklasik olarak kanatlar kapaliyken 12-18 mm iken, kanatlar agikken 20-25 mm
uzunlugundadirlar. On kanatlar1 ¢ogunlukla grimsi renkte ve kirmizimsi
kahverengi tonlarda desenler vardir. Genellikle aksamiistii saatlerde ergin disiler
kovanlara girerek bal arilarimin ulasamayacaklari yarik ve deliklere yumurta
birakirlar. Yumurtalar pembemsi krem veya beyazimtirak renkte olup boyu
eninden biraz uzun, 0.5 mm’den biraz kiigiiktiir. Normal kosullarda (24—26 °C) bu
yumurtalardan yaklagik 5-10 giin i¢inde larvalar ¢ikar. G. mellonella larvalari
yumurtadan yeni ¢iktiklarinda sarimtirak beyaz renkte ve oldukca hareketlidir.
Gelismesini tamamlayan larva beyazimtirk kiil renginde ve dorsal ylizeyi daha
cok sarimtirak siyah renktedir. Larvalar polen, bal mumu, bal aris1 larval
gomlekleri ve bal aris1 atiklari ile beslenirler. Beslendikleri besinin miktarina ve
kalitesine gore boyutlar1 21.7-31.7 mm arasinda degismektedir. Larvalarda 3 ¢ift
On iiye ve bir takim yalanct abdominal iliye vardir. Sicaklik ve besin varli§ina
bagl olarak larval gelisim 1-5 ay arasinda gerceklesmekte ve larvalar pup
oluncaya kadar yedi kez gomlek degistirirler (Sekil 1.3). Larval gelisimin
arkasindan pupal donemleri baslar. Puplar oncelikle sarimsi veya agik kestane
renginde olup pupal dénemin sonuna dogru koyulasirlar (Sekil 1.3). Pupun dorsal
ylizeyinde bariz bir orta ¢izgi vardir. Bu ¢izgi ergin ¢ikisinda yirtilir. Pupun
ventral yiizeyinde kanat, anten, hortum ve c¢iftlesme organlar farkedilir. Ayrica V.
ve VI. segmentler {izerinde yalanci abdomen iiyeleri goriiliir. Pupal donem
sicaklik ve neme bagli olarak 8-14 giin devam etmektedir. Pupadan yeni ¢ikis
yapan erginlerin kanatlar1 heniiz tam kurumamistir ve bulundugu ortamin 1sisina
bagl olarak iki saat i¢inde kurur (Sekil 1.3). Erginler giindiizleri karanlik ve ar1
kovaninin karanlik koselerinde gizlenirken, geceleri aktiftirler. Pupadan cikis
yapan ergin disi ve erkekler 24 saat icinde ciftlesirler. Disiler ¢iftlestikten 4-10
giin sonra yumurtlamaya baslarlar. Bir disi tek seferde paketler halinde 100
yumurta birakabilirler ve hayatlar1 siliresince yaptiklart yumurta sayisi 300-600

arasinda degismektedir. Ergin donemde beslenmeyen bireyler yaklasik olarak 3-
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30 giin yasarlar ve ciftlesen disiler yumurtalarini biraktiktan sonraki 7 gilin i¢cinde
oliirler (Ozer 1961).

1.4.1 Sistematikteki yeri

Alem:Animalia

Sube: Arthropoda

Sinif: Insecta

Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidea
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Galleriinae

Cins: Galleria Fabricius, 1798

Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Sekil 1.3. Konak Galleria mellonella larva, pup ve ergin bireyi.

1.5. Pimpla turionellae Linnaeus, 1758

Calismamizda parazitoit tir olarak kullanilan Pimpla turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) bir¢ok lepidopter tiiriiniin prepup ve pupunda
soliter, idiobiont ve endoparazitoit olarak gelisen bir tiirdiir (Kansu ve Ugur 1984;
Uckan ve Giilel 1990). P. turionellae ¢ok genis bir konak araligina sahiptir.
Konaklar1 arasinda Lymantria dispar (Lep: Lymantridae), Peris rapae (Lep:
Pieridae), Agrotis segetum (Lep: Noctuidae), Euproctis chrysorrhoea (Lep:
Lymantridae), Malacosoma neustria (Lep: Lasiocampidae), Cydia pomonella
(Lep: Olethreutidae), Yponomeuta malinellus (Lep: Yponomeutidae), Ephestia
kuehniella (Lep: Pyralidae), E. cautella (Lep: Pyralidae) ve Galleria mellonella
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(Lep: Pyralidae) tiirli vardir (Kansu ve Ugur 1984). Bu konak tiirlerin ¢ogunlugu
larval gelisimleri siiresince ¢esitli bitkiler tizerinden Ozellikle de meyve
agaclarindan beslenen zararli kelebeklerdir. P. turionellae yiiksek derecede bir
pup parazitoiti olup, cok sayidaki Lepidoptera takimina ait tiirlerin pupal
donemini parazitlemektedir (Kansu ve Ugur 1984; Ugkan ve Giilel 1990).
Parazitoitin yumurtalarindan ¢ikan larvalar konaklar1 olan puplarin dokularindan
ve viicut stvilarindan beslenerek larval gelisimlerini devam ettiriler. Kis donemini
olgun larvalar olarak puplarin i¢inde gecirirler. Ergin disilerin yumurta birakacak
doneme ulagmalar1 yaklasik 3-6 giin siirerken, disiler yaklagik 50 giin siireyle
yumurta koyabilirler. Ergin disiler ¢ogunlukla konak biiyiikliigiine gore
yumurtalarini birakirlar ve konaktan ¢ikan erginin cinsiyeti de konak biiytikligi
ile iligkilidir. Yumurta ve ergin donem arasindaki gelisim siiresi de konaga baglh
olarak degisiklik gostermektedir. G. mellonella’nin puplarinda gelisme siiresi
disiler i¢in ortalama 17-19 giin iken, erkeklerde 16-18 giin arasindadir. P.
turionellae erginleri hem meyve 6zleri, bal ve nektarla beslenirler hemde disiler
konaklarina yumurta biraktiktan sonra ovipozitdrle deldikleri bolgeden disari
sizan hemolenften beslenirler. Erginlerin biiyiiklikleri 4.5-12 mm arasinda ve
kanatlarin uzunluklarida 3-11.6 mm arasinda degismektedir. Disilerde yumurta
birakmaya yarayan belirgin bir ovipozitor bulunmaktadir. Larval donemde konak
viicudunda gelisme oldugu i¢in hareket etmeye yarayan iiyeler bulunmamaktadir
ve kutikulast ¢ok ince olup kolaylikla gaz degisimini viicut ylizeyinden
gerceklestirmektedir. Yumurtadan ¢ikan larvalar yaklasik 10 giin iginde pupal
doneme ulasirlar ve bu donemin sonuna dogru ergine ait antenler ve gozler
belirginlesir. Konaklarinin 6liimiiyle sonuglanan bu iliskide konaklarini ergin
olarak terk ederler (Sekil 1.4) (Kilinger 1975; Osman 1978; Yazgan 1981; Kansu
ve Ugur 1984; Uckan ve Giilel 1990).
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1.5.1 Sistematikteki yeri

Alem:Animalia

Sube: Arthropoda

Sinif: Insecta

Takim: Hymenoptera
Ustfamilya: Ichneumonoidea
Familya: Ichneumonidae
Altfamilya: Pimplinae

Cins: Pimpla

Tiir: Pimpla turionellae (Linnaeus, 1758)

Sinonimi Coccygomimus turionellae’dir.

Sekil 1.4. Parazitoit Pimpla turionellae’nm larva, pupa ve ergin dénemleri (93).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Laboratuar

Konak ve parazitoit kiiltiirlerinin yetistirilmesinde ve deneylerin devaminda
2.50 x2.75x1.30 m boyutlarinda iki oda laboratuar olarak kullanildi. Kiiltiirlerin
yetistirilmesi ve tiim deneyler siiresince, laboratuvarda 25+2°C sicaklik, %60+5
bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot sartlar1 devam ettirildi.
Laboratuarda sicaklik termostatli radyatdr kullanilarak, nispi nem ise nem
cihazlar ve gerektiginde laboratuar zeminine su serpilerek saglandi. Sicaklik ve
nem degerleri maksimum-minimum termometre ve higrometre ile devamli olarak

takip edildi. Aydinlik ve karanlik siiresi fotoperiyot cihazlar ile ayarlandi.

2.2. Konak ve Parazitoit Stok Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Konak Galleria mellonella ve parazitoit Pimpla turionellae tiirlerinin stok
kiiltiirlerinin olusturulmas1, Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii  Hayvan  Fizyolojisi  Laboratuvarindan  getirilen  erginlerin
laboratuarimizda beslenmesi ile saglandi.

Konak stok kiiltiiriiniin stirdiiriilmesi i¢in, dogal koyulasmis petek bulunan 5
L’lik cam kavanozlara 5 disi ve 5 erkek G. mellonella erginleri birakildi.
Kavanozlarin agzi1 hava sirkiilasyonunu 6nlemeyecek sekilde bez ve f{istiine
delikler acilmis kapaklar (larvalarin bezi delip kagmalarini onlemek igin) ile
kapatildi. Kavanozlar 254+2°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve giinliik 12:12 (K:A)
fotoperiyot  uygulanan laboratuvar  kosullarinda  bekletildi.  Larvalarin
beslenebilmesi amaciyla populasyon yogunluguna bagli olarak, kavanozlara
zaman zaman yeterli miktarda petek ilave edildi. Bu sekilde elde edilen konak
larva ve puplari, parazitoit ve konak kiiltiirlerinin devaminda, erginler ise GAj
dozlarinin  uygulamalarinin  yapilacagi siiksesif kiiltiirlerin ~ kurulmasinda
kullanildi.

P. turionellae stok kiiltliriiniin laboratuvarimizda devam ettirilebilmesi i¢in;

besin olarak dogal petek kullanilarak yetistirilen konak larvalari son larva
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evrelerine dogru kiiltiirden alinip igerisinde sadece katlanmis parsémen kagidi
bulunan kavanozlara birakildi. Kavanozlar iizeri delinmis kapak ile kapatilarak
konak stok kiiltiirlerinin yetistirildigi laboratuvara (25+2°C sicaklik, %60+5 bagil
nem ve glinliik 12:12 (K:A) fotoperyot) alindi. Larvalardan elde edilen bu puplar,
P. turionellae stok kiiltiiriiniin hazirlanmasinda kullanildi. Parazitoit iiretimi igin
konak puplar1 P. turionellae ergin disileri tarafindan parazitlendirildi. Elde edilen
ergin bireyler parazitoit kiiltiiriiniin devaminda kullanildi. Parazitoit kiiltiirleri,
konak kiiltiirleri ile ayn1 laboratuvar kosullarinda tutuldu. P. turionellae erginleri
her giin %30 bal ¢ozeltisi ve 2-4 gilinde bir konak pup hemolenfi ile beslendi.
Ergin bireyler 20x20x20 cm boyutlarindaki tel kafeslerde tutuldu.

2.3. Konak ve Parazitoit Siiksesif Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Konak siiksesif kiiltlirlerini olusturmak icin, belli araliklarla stok kiiltiirden
alian birer tane en ¢ok iki giinliik disi ve erkek G. mellonella ergini, igerisinde 10
gr yapay besin (Tablo 2.1) bulunan bir litrelik cam kavanozlara birakildi.
Kavanozlar {iizeri delinmis kapak ile kapatilarak konak stok kiiltiirlerinin
yetistirildigi laboratuvara (25+2°C sicaklik, %60+5 bagil nem ve giinlikk 12:12
(K:A) fotoperyot) alindi. Populasyon yogunluguna bagl olarak, azalan konak
besinini kargilamak i¢in kavanozlara zaman zaman yeterli miktarda besin ilave
edildi. Bu sekilde elde edilen konak larva ve puplari, parazitoit ve konak stiksesif
kiiltlirlerinin siirdiiriilmesinde ve GAs ¢alismalarinda kullanildi. GA5’li gruplarda
kullanilan besinde sadece saf su yerine degisik oranlarda hazirlanan GA3;
¢oOzeltileri kullanildi.

Parazitoit siiksesif kiiltiiriinii olugturmak i¢in 10-15 giin yash disi ve erkek
P. turionellae erginleri kullanildi. P. turionellae siiksesif kiiltiiriiniin hazirlanmasi
ve GAj calismalari i¢in konak larvalart son evreye dogru kiiltiirden alinip i¢inde
katlanmig kagit bulunan bir litrelik cam kavanozlara birakildi ve puplasmalari
saglandi. Elde edilen puplarin haftada iki giin ve her parazitoite bes konak pupu
diisecek sekilde parazitoitler tarafindan parazitlenmeleri saglandi. Bu sekilde

parazitoit kiiltiirleri olusturuldu ve ¢alisma boyunca devam ettirildi. Parazitoit
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siiksesif kiiltiirleri de konak kiiltiirleri gibi ayn1 fotoperyodik kosullarda devam
ettirildi.

Tablo 2.1.  Broskill (1961) tarafindan verilen ve Sak ve ark (2006) tarafindan modifiye edilmis
yapay konak bdcek G. mellonella besini.

Kullanilan Besin

Ufalanmis petek 200 g
Kepek 860 g
Stizme Bal 150 ml
Gliserin 300 ml
Saf su 150 ml

2.4. Gibberellik Asit

Calismada kullanilan gibberellik asit (GAj3, Cj9H2,06) (Merck) saf, toz
halinde ticari olarak alindi. Deney gruplarinin olusturulmasi i¢in gibberellik asit,
saf su ile seyreltilerek 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 ppm oranlarinda
cozeltiler hazirlandi. GA; ¢ozeltileri 100 gr petek, 250 gr kepek, 75 ml bal, 150 ml
gliserin ve 75 ml saf su iceren 10 gr yapay besiyerlerine saf su orani1 kadar ilave

edildi.

2.5. Deney Gruplan

Her bir GA3 dozu (50, 100, 200, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm) icin 10 gr
yapay besiyeri iceren beser adet 1000 ml’lik cam kavanoz igerisine G.
mellonella’ya 1-2 giinliik bir disi ve bir erkek ergin bireyler ¢iftlesmek ve yumurta
birakmak iizere birakildi. Kavanozlarin agzi hava sirkiildsyonu oOnlemeyecek
sekilde bez ve lizerlerinde hava delikleri bulunan kapaklar ile kapatilarak, 25+2°C
sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12: 12 saat (Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot sartlar
iceren ortamda yedi giin bekletildiler. Kontrol gruplarinin olusturulmasinda ise,

deney gruplari i¢in verilen yontem izlendi. Ancak kontrol gruplarina GAj yerine
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saf su verilmis besin eklendi. Yedinci giliniin sonunda ergin bireyler
kavanozlardan alindi. Kavanozlara birakilan yumurtalardan acgilan larvalarin
gelisimi ise ayni kosullar altinda gerseklestirildi. Belirli bir biiyiikliige ulasmis
olan (ortalama 30 giinliik) son donem larvalardan (0.18+£0.2 gr), kavanozun
timiinii temsil edecek sekilde secilerek bu larvalarin bir kisimindan hemolenf
alinirken bir kismi1 da parazitleme islemi i¢in kullanildi.

Parazitleme isleminde kullanilacak olan konak larvalar1 besiyerinden alinip
icerisinde sadece katlanmis kagit bulunan kavanozlarda puplastirildi. Puplar ise
ciftlestirilmis disi parazitoit P. turionellae erginleri i¢in kullanildi. Parazitlenmis
olan konak puplar1 da konak larvalarina saglanan fotoperyodik kosullar altinda
bekletildi. Biitiin deney gruplari, beserli seri halinde farkli zamanlarda ii¢ kez
tekrar edildi. Tekrar gruplarinda kullanilan konak bireylerin farkli zamanlarda ve

farkli kiiltiirlerden alinmasina 6zen gosterildi.

2.6. Hemolenf Toplama

GA; uygulamasinin P. turionellae ve G. mellonella larvalarinda hemolenf
proteinleri ve serbest aminoasitleri ile G. melleonella’nin larval hemositlerine
etkilerinin belirlenmesi i¢in 50, 100, 200, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm’lik dozlar
ve kontrol grubu ile calisildi. Deney gruplari olarak hazirlanan kavanozlardan
0.18+0.2 gr agirliklar1 arasinda tartilan konak larvalari segildi. Alinan larvalar {i¢
kez distile suda yikandiktan sonra hareket yeteneklerinin azalmasi i¢in kisa bir
siire buz lizerinde bekletildi. Hemolenf almak icin larvalar iigiinclii on bacak
bolgesinden ince uclu diseksiyon ignesi ile delindi. Bu delikten ¢ikan hemolenften
her bir birey i¢in 10 pl hemolenf mikrokapiller tiip ile ¢ekildi ve i¢cinde 0.001 mg
N-phenlythiourea (Sigma) olan buzda sogutulmus ependorf tiiplerine alindi. Bir
deney serisinin tekrarinda on birey olacak sekilde deneyler degisik zamanlarda ti¢
kez tekrar edildi. GA; uygulamalarinda kullanilan G. mellonella son evre
larvalarinin  farkli zaman ve farkli siiksesif kiiltiirlerden alinmasina Gzen
gosterildi.

Konakta oldugu gibi P. turionellae’da da GAjs’lin hemolenf protein ve

serbest aminoasitleri tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in 0.18+0.2 gr arasinda
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degisen konak larvalar1 puplastirildi ve bir parazitoite 5 pup olacak sekilde
haftada iki giin parazitleme yapildi. Parazitlenmis olan konak puplarinda gelisen
son donem parazitoit larvalarindan hemolenf alinmasi i¢in, puplar stereo
mikroskop altinda disekte edildi ve ¢ikarilan parazitoit larvalarindan mikrokapiller
tip ile yaklasik 3 ul hemolenf alindi. Konak hemolenfinde oldugu gibi i¢inde
0.001 mg N-phenlythiourea (Sigma) olan buzda sogutulmus ependorf tiiplerine
alindi. Bir deney serisinde on birey olacak sekilde degisik zamanlarda ii¢ kez
tekrar edildi. Toplanan konak ve parazitoit hemolenfleri, protein ve serbest

aminoasit analizleri yapilincaya kadar -20°C’de sakland.

2.7. Konak ve Parazitoit Hemolenf Proteinlerinin Analizi

GAj’iin hem konak hemde parazitoit larvalarinin total hemolenf proteinleri
tizerindeki etkileri “Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforetik (SDS-
PAGE)” ayirim yontemi kullanilarak yapildi (Laemmli 1970). Bu ydntemde
oncelikle standardizasyon calismalar1 icin farkli por caplarinda ayirma jelleri
hazirlanarak, en iyi elektroforetik ayrimin yapildigi ayirma jeli ylizdesinin %10
oldugu belirlendi. Bu nedenle ¢alismalarda hemolenf proteinleri %10’luk ayirma

jelinde yiiriitiildi ve jeller coomassie blue boyama yontemi ile boyandi.

2.7.1. Cozeltilerin hazirlanmasi

SDS-PAGE’de ayirma jeli tamponu olarak 1.5 M Tris pH 8.8 kullanildi. Bu
amagla, Tris base (Sigma) (18.16 g) deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 3N
HCI (Fluka) ile pH’1 8.8’¢ ayarlandi. Yiikleme jeli tamponu olarak ise 1M Tris pH
6.8 kullanildi. Tris base (12.11 gr) deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlandi, 3 N
HCI ile pH’1 6.8’e¢ ayarlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler Whatman no:1 filtre
kagidindan filtre edilerek, otoklav edildi ve oda sicakliginda karanlikta saklandi. 5
gr sodyum dodesil siilfat (Fluka) deiyonize su ile 50 ml’ye tamamlanarak %10’luk
sodyum dodesil siilfat hazirlandi, oda sicakliginda karanlikta saklandi. 0.1 gr
amonyumpersiilfat (Sigma) deiyonize su ile 1 ml’ye tamamlanarak deneylerde

polimerizasyon baslaticis1 olarak kullanilan %10 amonyum persiilfat hazirlandi.
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Kosturma tamponu (pH 8.3) hazirlamak igin tris base (3.75 gr), glisin (18 gr)
(Fluka) ve SDS (5 gr) tartilip 250 mI’lik balon jojeye konularak deiyonize su (250
ml) ile ¢ozdiiriildii. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 1 N NaOH (Fluka) veya 1 N HCI
kullanarak 8.3’e ayarlandi. Tampon 5X olarak hazirlandig1 i¢in kullanilmadan
once 5 kez sulandirilarak 1X’e ayarlandi. Ornek uygulama tamponu (2X) [0.125
M Tris, % 4 SDS, % 20 gliserol, % 10 2-merkaptoetanol, % 0.2 Bromfenol mavisi
(Sigma) pH 6.8] icin 1M Tris (2.5 ml), %10 SDS (4 ml), gliserol (2 ml)
(Amresco), 2-merkaptoetanol (1 ml) (Sigma), Bromfenol mavisi (0.02 gr) (Sigma)
deiyonize su (10 ml) i¢inde karistirilip ¢ozdiiriiliirdii ve pH 1 N HCI ile 6.8’¢
ayarlandi. Cozelti kiiciik eppendorflarla esit hacimlerde boliindii ve -20°C’de
saklandi.

Hazirlanan jeller, coomassie Brillant Blue (1 gr) (Sigma), Metanol (500 ml)
(Fluka) ve glasiyel asetik asit (100 ml) (Sigma) karisim1 deiyonize su 1 L’ye
tamamlanarak hazirlanan ¢ozelti ile boyandi. Boya ¢oziildiikten sonra Whatman
No:1 filtre kdgidindan filtre edilerek karanlikta oda sicakliginda saklandi. Jellerin
yikanmasi i¢in metanol (125 ml), glasial asetik asit (175 ml) ve deiyonize su
(2200 ml) kullanilarak hazirlanan ¢ozelti kullanildi. Jellerde bant analizinde
standart olarak genis aralikli protein molekiiler agirlik standart1 (6.5 — 205 kDa)
(Sigma) ve diislik aralikli protein molekiiler agirlik standart1 (6.5 — 66 kDa)
(Sigma) kullanild1 (Tablo 2.2). Standart proteinler 100 pl steril deiyonize su
icinde cozdiiriilerek esit hacimlerde eppendorf tiiplere boliindii ve -20°C’de

saklandi.
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Tablo 2.2. SDS-PAGE jellerinde bant analizinde kullanilan protein standartlar1 ve molekiiler

agirliklart
Diisiik
Molekiiler Genis molekiiler molekiiler
Proteinler
Agirhk (kDa) | agirhkh standart agirhkh
standart
Miyozin 200 X
B-Galaktosidaz 116 X
Fosforilaz b 97 X
Laktoferrin 66 X X
Si1g1r serum albumin 55 X
Glutamik
45 X X

dehidrogenaz
Ovalbumin 36 X X
Gliseraldehit-3-

_ 29 X X
fosfat dehidrogenaz
Karbonik anhidraz 24 X X
Tripsinojen 20 X X
Tripsin inhibitor 14 X X
a-laktalbumin 6.5 X X

2.7.2. Protein orneklerinin hazirlanmasi

Hem konak hem de parazitoite ait deney ve kontrol gruplarindan daha 6nce
alinarak -20°C’de saklanan hemolenf Ornekleri eppendorf marka mikrosantrifiij
aletinde 3000 rpm (1000 g)’de +4°C’de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiijlenen
eppendorf icindeki drnegin supernatant kismi ikinci bir eppendorfa alindi ve ikinci
eppendorftaki hemolenf pipet ucuyla hafifce kanstirildi. Islemler sirasinda
hemolenfin buzlu ortamda tutulmasi saglandi.

Analizler i¢in islem goéren hemolenf 6rnekleri steril deiyonize su ile 1:10

oraninda sulandirildi. Bu ¢alisma ile esgiidimlii olarak yapilan bir diger
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caligmadaki (Ugkan ve ark. basilmadi) spektrofotometrik sonuglar kullanilarak
sulandirilmis Orneklerden her bir kuyucukta 40 pg olacak sekilde hesaplama
yapildi. Bu sonuglara gore 6rnek alinarak {izerlerine hemolenfin ii¢ kat1 oraninda
ornek yilikleme tamponu eklendi ve eppendorf igindeki son hacim steril distile su
ile 30 pl’ye tamamlandi. Eppendorflar igerdikleri hemolenfe gore etiketlenerek,
100°C’de kaynatilmis su i¢inde bes dakika siireyle bekletildi. Bu siirenin sonunda

hemolenf 6rnekleri yiikleme jelindeki kuyucuklara yiiklendi.

2.7.3. Jellerin hazirlanmasi

Oncelikle standardizasyon ¢alismalari yapilarak farkli por ¢aplarinda ayirma
jelleri hazirlanildi. En iyi elektroforetik ayrimin %10°luk jel ile yapildigi
belirlendi. Ayirma jeli; akrilamid / N, N’-metilenbis (akrilamit) (BIS) (%30) (1.9
ml) (Sigma), distile su (1.7 ml), 1.5 M Tris pH 8.8 (1.3 ml) (Sigma), %10 SDS
(0.05 ml), amonyum persiilfat (APS) (0.05 ml) ve tetrametiletilendiamin
(TEMED) (0.002 ml) (Sigma) kullanilarak hazirlandi. Cozeltilerden APS ve
TEMED haricindekiler steril bir cam behere konulduktan sonra karistirildi ve
vakumlu hava ile karisimin havasi alindi. Bu islemden hemen sonra APS ve
TEMED hizli bir sekilde ilave edilip karigtirildi. Elde edilen karisim mini jel
elektroforezin 0.75 mm aralia sahip iki cam plagi arasina dokiilerek jelin
ylizeyinin diiz olmasi ve polimerizasyon i¢in iist kisma su ile doyurulmus n-
biitanol (Sigma) dokiildii. Bu islemler tamamlandiktan sonra polimerizasyon igin
beklendi. %5’lik yiikleme jeli (3 ml) i¢in akrilamid / BIS (%30) (0.5 ml), distile
su (1 ml), IM Tris pH: 6.8 (0.38 ml), %10 SDS (0.03 ml), amonyum persiilfat
(APS) (0.03 ml), tetrametiletilendiamin (TEMED) (0.003 ml) kullanilarak
hazirlandi. Ayirma jeli polimerizasyonu tamamlandiktan sonra, jelin {izerinde
bulunan n-biitanol, distile su ile yikandi. Bu yikama islemi {i¢ kez tekrarlanarak n-
biitanoliin iyice uzaklasmasi saglandi. Yikleme jeli i¢in hazirlanan yukaridaki
karisgtm, ayirma jelinin {izerine dokiilerek hemen tarak yerlestirildi ve
polimerizasyonun tamamlanmasi beklendi. Polimerizasyon gerceklestikten sonra
cam plaklar elektroforez tankina yerlestirilerek taragin meydana getirdigi

cukurluklarin seviyesini gegecek sekilde 1X kosturma tamponu konuldu.
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2.7.4. Elektroforez

1X kosturma tamponu elektroforez tankina konulduktan sonra tarak bir
uctan baslayarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edilerek yavasca kaldirildi.
Tarak ¢ikartildiktan sonra bosalan kuyucuklar tampon ile doldugundan akimin
tam olarak ge¢cmesi ic¢in elektroforez tankina bir miktar daha 1X kosturma
tamponu eklendi. Daha sonra birinci kuyucuga mikropipetor ile (6rnek uygulama
tamponu ile 3:1 oraninda hazirlanmig) diisiik aralikli (Low range, Sigma)
molekiiler agirlik standardindan (LM) 10 pl, ikinci kuyucuga ise genis agirlikli
molekiiler agirlik standardindan (Wide range Sigma) (WM) 10 pl (6rnek
uygulama tamponu ile 3:1 oraninda hazirlanmis) yiiklendi. Diger kuyucuklara ise
strastyla, kontrol, 50 ppm GAj, 100 ppm GA3, 200 ppm GA3, 500 ppm GAj3, 1000
ppm GAj3, 2000 ppm GA; ve 5000 ppm GAjz’e maruz kalmis larval hemolenf
orneklerinden 10 pl yiikklendi. Konak ve parazitoite ait olan larval hemolenf
ornekleri ayn jellerde yiiriitiildii. Her deney grubu i¢cin SDS-PAGE ¢aligmasi 3
defa tekrarlandi. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra tankin kapagi kapatilarak
sistem gii¢ kaynagina baglandi. Jelin yliriimesi sirasinda, boya, ylikleme jelinden
ayirma jeline gelene kadar giic kaynagi 90 volta, ayirma jelinden sonra 120 volta
ayarlandi. Yaklagik 2.5 saat kadar jel yiiriitiildii. Yiiriitme islemi sonlandirildiktan
sonra jeller, cam plaklar arasindan ¢ikartilarak kapakli plastik kaplara ayri ayri
almarak Coomassie Blue boyama yontemi ile boyama islemine gecildi. Jellerin
lizeri tamamen kaplanacak sekilde boyama ¢ozeltisi dokiilerek, bu sekilde bir gece
boyunca 20 devir/dakika hizinda calkalanarak boyandi. Gece boyunca boyanan
jellerdeki boyama ¢ozeltisi dokiilerek jeller 1 saat boyunca yikama ¢ozeltisinde
calkalandi. Bir saat sonra yikama ¢ozeltisi dokiilerek tekrar yikama ¢ozeltisi ilave
edildi ve jeller 1 saat daha yikandi. Bu islem jellerin zeminindeki boya tamamen
cikana kadar devam etti. Yikama islemi sona erdikten sonra jeller iizerindeki
bantlarin molekiiler agirliklarinin hesaplanmasi i¢i jelin X-ray fotografi ¢ekildi.

Daha sonra jeller %7 asetik asit ¢ozeltisi iginde saklandi.
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2.7.5. Molekiiler agirhk

Bu analizler i¢in proteinlerin, molekiiler agirliginin logaritmasi ile jellerdeki
rolatif go¢ hizlart (Rf degerleri) arasindaki dogrusal iliski esasindan yararlanildi.
Jeldeki gbo¢ hizinin bir fonksiyonu olan Rdélatif go¢ hizi (R degeri), jelin iist
kismindan bandin bulundugu yere kadar olan uzakligin, jelin {ist kismindan isaret
boyasinin oldugu yere kadar olan uzakliga olan oranidir. Bu formiile uygun olarak
standart proteinlerin Ry degerleri belirlendi ve milimetrik kagidin ordinat
bolgesine yazildi. Bu proteinlerin molekiiler agirliklar1 da absise yerlestirilerek
standart bir grafik elde edildi. Hemolenf 6rneklerine ait bantlarin da Ry degerleri
aynt sekilde ol¢iildii ve standart grafik {izerindeki dogruda kesistirilerek bu
bantlarin tahmini molekiiler agirliklar tespit edildi. Ayrica fotografi ¢ekilmis olan
jellerin tizerindeki protein bantlarinin molekiiler agirliklar1 ve optik densitometrik
analizleri (O.D.) Gel-Pro Analyzer Version:4 programi kullanilarak %99
hassasiyetle tekrarlandi. Bu analizler her deney grubu i¢in ii¢ kez tekrarlanarak

istatistiksel analizleri yapildi.

2.8. Konak ve Parazitoit Serbest Aminoasitlerinin Analizi

Deney gruplarini olusturan farkli GAs dozlarinin (50-5000 ppm) etkilerinin
konak son donem larvalarina ve konak araciligryla ayn1 dozlarda GAj3’e maruz
kalan parazitoit son donem larvalarina olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla
Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC) uygulamasi yapildi. Bu
yontemle, hem konak ve parazitoit larval hemolenfindeki serbest aminoasit igerigi
belirlendi hem de GAjz’e bagl degisimler belirlendi. Daha 6nce hemolenf protein
analizlerinde kullanilip kalan1 -20°C’de feniltiyoiire igerisinde saklanan hemolenf
ornekleri 3000 rpm’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiijden sonra
yaklagik 20 pl siipernatant steril eppendorf tiiplere alinarak 6rnekler -20°C’de
HPLC analizine kadar saklandi. Serbest aminoasit (aa) analizlerinde kullanilan

tiim kimyasallar ve sarf malzemeler Sigma’dan saglandi.
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2.8.1. Hemolenf ve aminoasit standartlarinin hazirlanmasi

Kromotografi 6ncesi, konak ve parazitoit hemolenf 6rneklerine, 20 farkli saf
aminoasit standartina (Sigma) ve icerisinde 20 adet aminoasit standarti bulunan
karisima asagidaki on islemler yapildi. Standart aminoasitlerin tamami “L”
formunda ve 0.1 M Hidroklorik asit (HCI) iginde 100 mM olarak kullanildi.
Oncelikle, hemolenf drnekleri -20°C’den ¢ikartildiktan sonra eriyene kadar oda
sicakliginda bekletildi. Orneklerden ve tiim standartlardan 4’er pl alinarak her biri
tizeri igerigi ile iliskili etiketlenmis olan 250 pl’lik steril eppendorf tiiplere
konuldu. Bu 6rneklerin tlizerine de 10 pul saf su ve 87 ul asetonitril eklenerek
pipetle ¢ekip birakilarak karistirildi. Ornekler 8000 g’de 1 dak oda sicakliginda
(22°C) santrifiij edildi ve siipernatanttan 95 pl alinarak ikinci bir ependorfa
konuldular. Eppendorflar tekrar 8000 g’de oda sicakliginda 3 dakika santrifiij
edildi ve siipernatanttan 80 ul almarak yeni ependorflara konuldu. Ornekler agzi
actk durumda 2 saat etiivde 65°C’de bekletildi. Kurutma isleminden sonra

Phenylisotiocyante (PITC) ile tiirevlendirilme islemine gecildi.

2.8.2. PITC ile tiirevlendirme

Tiirevlendirme islemi Vilasoa-Martinez ve ark. (2007)’min yaptigi
calismanin modifiye edilmesiyle gerceklestirildi. Kurutma igleminin sonunda
hemolenf ve standart 6rneklerinin iizerine 6 pul Metanol — Su —Trietilamin (TEA)
(2:2:1) karisimi eklenerek karistirilmadan ve agzi agik durumda 10 dakika
65°C’de bekletildi. 10 dakika sonra, iizerlerine 6 pul Metanol — Su — TEA —
Fenilisotiyosiyanat (PITC) karisimui (7:1:1:1, v/v-tiirev reaktifi) -) eklenerek en az
iki kez pipetleme yapildi, agizlar1 kapatilarak 30 sn vortekslendi ve 20 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Bu karisim agzi acik olarak 15 dak. 65°C de etiivde
bekletildi. Bu asamaya kadar hazirlanan 6rneklere, enjeksiyondan bir saat dnce
150 pl, pH’1 fosforik asitle 7.43’e ayarlanmig %35 asetonitril iceren 5 mM sodyum
fosfat (Na;HPO,) eklendi ve 15 sn vortekslendi. Bir saat sonra ise tiim

orneklerden 30 pl alinarak HPLC viallerine konuldu ve enjeksiyonlar yapildi.

42



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.8.3. HPLC cihaz1 ve kosullar:

Hemolenf ve standartlara ait c¢ozeltilerin kromatogrami, dortli pompali
(FCV-10AL vp Shimadzu), otomatik enjeksiyonlu (SIL-10AD vp Shimadzu) ve
Diode Array Dedektor (SPD-M10A vp) bilesenlere sahip LC-10 AT vp Shimadzu
model cihazda, ters fazli ODS2 (25 cm x 4 cm), 5 um partikiil capinda (GL-
Sciences Inc.) HPLC kolonu kullanilarak alindi. Enjeksiyonlarin yapildig:
kromatogram kosullarinda A ve B pompalarindan gegirilmek {izere iki ayri
tampon kullanildi. Hareketli faz (Yirlitme c¢ozeltisi) olarak kullanilan bu
tamponlardan A ¢ozeltisi %0.05 TEA (v/v) igeren 0.14 M 500 ml sodyum asetatla
hazirland1 ve ¢ozeltinin pH derecesi glasiyel asetik asit ile 6.2’ye ayarlandi.
Organik ¢oziicii ve kolonun yikanmasi amaciyla kullanilan diger hareketli tampon
B ¢ozeltisi ise %60 Asetonitril iceren Asetonitril- Su karigitmindan (60: 40)
hazirlandi. Hazirlanan A ve B tamponlar1 0.45 pm ¢apinda gézeneklere sahip olan
Spartan filtre’den gegirilerek filtre edildiler. Filtrasyon isleminden sonra
cozeltilerin ultrasonik banyo i¢inde 15 dakika gazlar1 giderildi. Hemolenf
ornekleri ve amino asit standartlarindan olusan karisim 60 dakika stiresince iki
basmakli linear gradient programina gore kolondan gecirildi. Bu programda
baslangigta A tamponu %100°den 55 dakika boyunca %45’¢e indi ve sonrasinda 5
dakika boyunca B tamponu %100 uygulandi (55 dakika %100-45 A, 5 dakika
%100 B). Ayrica her bir enjeksiyon arasinda kolon %100 B tamponu ile 30 dakika
yikandr ve tekrar A tamponu ile 30 dakika kosullandirilarak diger enjeksiyonlar
gerceklestirildi. Enjeksiyonlar ve diger uygulamalar sirasinda kolondaki akis hizi
1.20 ml dak ve sicaklik 27 + 2°C olarak ayarlandi. Hemolenf Grnekleri ve
standartlara ait pikler 254 nm UV i1s1ginda goriintiilenerek icerikte bulunan
bilesiklere ve standartlara ait piklerinin alikonma zamanlar1 Shimadzu LC
solution versiyon 1.2 programinda karsilastirildi. Kromatogramlarda veri
analizleri ve karsilastirmalar sonucunda hemolenf 6rneklerindeki serbest amino

asit icerigi belirlendi.

43



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.8.4. Kantitatif analiz

Hemolenf icerigindeki varligt HPLC ile gosterilen aminoasitlerin pik alani
yiizdelerinde, GA3; uygulanmasina bagli degisimler belirlenerek her bilesen igin
ayri ayr1 olmak iizere, serbest aa’lerin pik alani yiizde degisimleri istatistiksel
yontemler ile karsilastirildi. Ayrica her bir amino asidin ng/ ul’deki miktarinin
belirlenmesi amaciyla 0.1 M HCI i¢inde 100 mM konsantrasyonda 20 aminoasit
igeren karsimdan 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40x10"° mmol konsantrasyonlarinda
standartlar hazirlandi. Bu standart c¢ozeltilerde hemolenf ve saf aminoasit
ornekleri gibi 6n islemlerden gecirilerek tiirevlendirildi ve ayni kosullarda kolona
enjekte edildiler. Aminoasit karisimlarina ait olan bu kromatogramlardaki her bir
aminoasidin pik alan1 gd¢ zamanlarina oranlanarak pik normallestirilmeleri
yapildi. Bu islemden sonra 20 aminoasidin de normallestirilmis degerlerine ve
konsantrasyonlarina goére kalibrasyon egrileri belirlendi. Bu egrilere y=bx+a
formiilii uygulanarak tiim egrilerin kalibrasyon esitlikleri ve determinasyon
katsayilari (R?) belirlendi. Ayrica formiilde ¢ikan verilere goére kalibrasyon
egrilerinin standart sapma (Sxy), egim (b) ve kesim noktalari (a) hesaplandi. Bu
degerler iizerinden de standart uygulamalarinin saptama sinir1 (LOD) ve tayin
siir1 (LOQ) belirlendi.

LOD (saptama sinir1)=(Sxy/b) x 3.3
LOQ (tayin siir1)=LOD x 3

Kalibrasyon egrilerine ve LOD, LOQ degerlerine gore hem konak hem de
parazitoit hemolenf orneklerinde belirlenen aminoasitlerin nanogram cinsinden
miktarlar1 belirlendi. Bu deneyler {i¢ kez tekrar edilerek elde edilen verilerin

istatistiksel analizleri yapildi.
2.9. Konak Hemosit Analizi
50-5000 ppm doz araligindaki GAj’iin konak G. mellonella son donem

larvalarinin hemositleri lizerine etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda 0.18+0.2gr

agirliginda son evre larvalardan hemolenf alinip toplam hemosit sayilari, tipleri,
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mitotik indeks, enkapsiilasyon, melanizasyon durumlar1 ve apoptotik indeks

analizleri yapildi. Bu deneylerde kullanilan kimyasallar Sigma’dan saglandi.
2.9.1. Toplam hemosit sayisi

Farkli dozlardaki GA;’lin konak toplam hemosit sayisina etkilerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan deneylerde her doz ve kontrol grubu igin 15’er
larva kullanildi. Almnan larvalarin  farkli zamanlarda hazirlanmis olan
kavanozlardan olmasina dikkat edildi. Bu nedenle, konak son evre larvalari iigerli
gruplara ayrilarak deneyler 5 kez tekrar edildi. Her doz ve her tekrardaki larva
hemositleri 3 kez sayilarak ortalamasi alindi. 0.18+0.2 gr agirliginda son evre
larvalarin birinci 6n bacak iizerinden 4 ul hemolenf mikrokapiler tiip (Sigma)
yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf buz iizerinde bekletilen ve icerisinde 36
ul pihtilasma engelleyici soliisyon (0.098 M NaOH, 0.186 M NacCl, 0.017 M
Na,EDTA ve 0.041 M Sitrik asit, pH 4.5) (Nealis ve Frankenhyzen 1990; Tojo ve
ark. 2000; Teramoto ve Tanaka 2004; Er ve ark. 2010a) bulunan eppendorf
tiplerine aktarildi. 1: 10 oraninda seyreltilmig hiicre siispansiyonu mikropipet
yardimiyla birkag kez ¢ekip birakilarak karistirildi ve hiicre siispansiyonundan 10
ul mikropipet ile ¢ekilerek 0.100 mm derinlige sahip Neubauer hemositometresine
(Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) (Sekil 2.1) yiiklendi.
Hemositler Leica DM6000 B marka Faz — Kontrast mikroskobunda sayildi.

IMPROVED ’—‘
NEUBAUER | i

1/400 5Q. MM.

1/10 MM.deep ﬂ
Y |

1/10mm

[ |

Sekil 2.1. Neubauer hemositometre lami1

Neubauer hemositometresi iizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu
sayim alanlarinin bir ¢ukurlukla birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir

sayim alaninda koselerde dort tane 1 mm™lik boliimler (biiyiik kareler) bulunur.
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Bunlar 16 orta biiyiikliikte kareye ayrilmistir (1/4 X 1/4 = 1/16 mm?). Ortada
bulunan biiyiik kare ise 25 orta biiyiikliikte kareye ayrilmistir. Orta biiytlkliikteki
karelerin etrafi ¢ift ¢izgi ile ¢evrilmistir. Her bir orta kare de 16 kiiciik kareye
boliinmiistiir (Sekil 2.2). Boylece, ortadaki alanda 25 orta kare, 400 kiigiik kare
vardir. Bir kii¢iik karenin alani 1/20 X 1/20 = 1/400 mm®dir. Sayim alani disinda
kalan kenarlar, sayim alani yiizeyinden 0.1 mm yiiksektir. Sayim alanm iizerine
hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim alani yiizeyi arasinda 0.1
mm'lik bir bosluk kalir. Boylece lam ve lamel arasinda kalan her karenin hacmi
hesaplanabilir:

En biiyiik (1 mm”1ik) karenin hacmi, 1 X 1 X 0.1= 0.1 mm®

0.1 mm’ = 0.0001 cm’ = 0.0001 ml’dir.

Deney gruplarinda hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta
biiylikliikte kareye ayrilmis ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye boliindigi
1 mm”lik biiyiik karenin tamam sayilarak toplam hemosit sayilari belirlendi.
Mililitredeki toplam hemosit sayilarinin hesaplanmasi i¢in;

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 X Sulandirma katsayisi

X 10* formiiliinden yararlanildi.

'

0,25 nm.

%
|
!
|

T

Sekil 2.2. Neubauer hemositometresi sayim alant
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2.9.2. Farkh hemosit sayilar1 ve mitotik indeks

50-5000 ppm doz araligindaki GAs’iin konak son evre larvalarinin farkl
hemosit sayilar1 {izerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla G. mellonella’nin
0.18+0.2 gr agirligindaki son evre larvalar1 kullanildi. Hemolenf elde edebilmek
icin son evre larvalar -20°C’de 3 dakika bekletilerek hareketlerinin yavaslamasi
saglandi. Larvalar %95’lik etanol ile silindikten sonra, birinci arka bacak iistiinden
ince uclu diseksiyon ignesi ile delinip mikrokapiler tiip (SIGMA) yardimiyla 5 pl
hemolenf elde edildi. Hemolenf melanizasyona izin vermeden hizli bir sekilde
daha once alkolle temizlenmis lamlar iizerine alinarak yayildi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Lamlarin kurumasini takiben hemositlerin fiksasyonu igin
lamlar 5 dakika siire ile metanol: asetik asit (3:1) cozeltisi i¢inde bekletildi ve
metanol iizerlerinden akitilarak kurumaya birakildi. Hemositlerin boyanabilmesi
i¢in taze olarak hazirlanan Giemsa boya ¢6zeltisi kullanildi. Boyama ¢6zeltisinin
hazirlanabilmesi i¢in, 3 ml giemsa boya soliisyonu (MERCK Giemsa’s Azure
Eosine Methylene Blue Solution), icerisinde 57 ml PBS (pH 7.4) bulunan lam
boyama kaplarina yavasca damlatilarak karistirildi ve 10 dakika bekletildi. Tespit
isleminden sonra kurutulan lamlar giemsa boya ¢6zeltisi i¢ine alinarak 15 dakika
siiresince boyanmalar1 saglandi. Boyanma siiresi sonunda lamlar saf su ile
yikandi, en son PBS’den (Fosfat buffer saline, Sigma) gegirildi ve kurumaya
birakildi. Kuruyan lamlar entellan ile kapatilarak Leica DM6000 B marka
mikroskopta incelendi. Hazirlanan preparatlardaki hemosit tipleri Er ve ark.
(2010a)’nin  yaptiklart ¢alismadan yararlanilarak belirlendi. Ayrica hemosit
tiplerinin belirlenebilmesinde faz- kontrast mikroskobundan da yararlanildi.
Yukarida anlatildig1 sekilde elde edilen hemolenf direkt olarak lam {izerine yayildi
ve Leica DM6000 B marka faz—kontrast 6zelligi olan mikroskopta incelendi. Her
GA; dozu ve kontrol gruplar i¢in hazirlanan preparatlarda 1000 hiicre sayilarak
farkli hemosit tiplerinin sayilar1 belirlendi. Ayrica hazirlanan bu preparatlarda
mitotik indeksin belirlenmesi i¢in mitoz evresindeki hemositler sayildi ve
sonuclar (%) oranlar olarak degerlendirildi. Deneyler her biri {i¢ larvadan olusan

gruplarda bes kez tekrar edildi.
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2.9.3. Apoptotik indeks

Acridine Orange (AO) ve Ethidium Bromide (EB) genel olarak apoptozisin
belirlenmesinde  kullanilan  floresans boyalar olmasmna ragmen bdcek
hemositlerinde apoptotik indekste bu yontemin kullanilabilecegi Er ve ark.
(2010b)’nin yaptig1 calismada gosterilmistir. Daha 6nce yapilan bu ¢alismadan
yararlanilarak boyalar PBS i¢inde 100 pg/ml AO (Sigma) ve 100 pg/ml EB
(Sigma) derisimlerinde hazirlandi. G. mellonella son donem larva hemolenfi diger
hemosit analizlerindeki gibi mikrokapiller tiiple alinarak lam {izerine yayild.
Yayma preparat lizerine de sirasiyla 100 pg/ml AO ve 100 pg/ml EB
cozeltilerinden 5 pl ilave edilerek preparat bekletilmeden Leica DM6000 B marka
floresans mikroskobunda mavi 1gikta incelendi. Preperatlarda incelenen hemositler
boyanma 6zelliklerine gore 4 farkli sekilde siniflandirildi:

e Canli hiicreler (Yesil niikleus, stoplazma turuncu veya kirmizi

goriinebilir).

e Erken apoptozis (Hiicre membran biitinligli bozulmamistir, ancak
kromatin yogunlagmasi ve fragmantasyonu vardir, niikleus parlak yesil
goriiniir)

e Geg apoptozis (sekonder nekroz veya apoptotik nekroz da denmektedir.
Ethidium Bromide membran biitiinliigii bozulmus hiicrelere girerek
niikleusu turuncu renge boyamaktadir. Kromatin yogunlasmasi ve
fragmantasyonu vardir).

e Nekroz (Sekil olarak normal olan turuncu niikleus gozlenir) (Cenderoglu
ve ark. 1999; Kosmider ve ark. 2004).

Her GAj3 dozu ve kontrol grubu icin hazirlanan preparatlarda yukaridaki
simiflandirmaya gore 500 hiicre sayildi ve sonuglar (%) oranlar olarak
degerlendirildi. Deneyler her biri 5 larvadan olusan gruplarda 4 kez tekrarlandi.
Ayrica hazirlanan bu preparatlarda mitotik evredeki hiicrelerin sayilar1 da

belirlendi ve mitotik indeks % oranlar olarak degerlendirildi.
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2.9.4. Enkapsiilasyon ve melanizasyon analizi

Farkli dozlardaki GAj;in konak son donem larva hemositlerinin
enkapsiilasyon davranislarina etkilerinin belirlendigi calismalarda enkapsiilasyon
hedefi olarak Sephadex DEAE A-25 (40-120 um capta, Sigma) kromatografi
boncuklar1 kullanildi. Boncuklarin bocek igerisinde bulunmasini kolaylastirmak
amaciyla boncuklar Coomassie mavisi (Brilliant Blue G Sigma) boyandi. Bunun
icin boncuklar ependorf santrifiij tiipiine alind1 ve PBS i¢inde hazirlanan %1’ lik
Coomassie mavisi boncuklar {izerine mikropipet yardimiyla ilave edildi.
Sephadex A-25 boncuklar1 1 saat boya ¢ozeltisi igerisinde bekletilerek
boyanmalar1 saglandi. 1 saat sonunda siipernatant uzaklastirildi ve boncuklar
tizerine taze PBS eklenerek boncuklarin yikanmasi saglandi. Yikama islemi 3 kez
tekrar edildi. Hazirlanan bu boncuk stogundan 50 ul’lik ve 22 gauge enjektor
ucuna sahip Hamilton mikroenjektor (Sigma) yardimiyla igerisinde 15-20
Sephadex A-25 boncugu bulunan 10 ul PBS c¢ekilerek kontrol ve 50-5000 ppm
araligindaki GAsz dozlarma maruz birakilan konak son dénem larvalarina enjekte
edildi. Enjeksiyonu takiben 4 ve 24 saat sonra stereomikroskop altinda 40’lik
bliyiitmede larvalar disekte edildi. Larvalarin tiim viicut bolgeleri incelenerek
bulunan boncuklar ince uclu diseksiyon ignesi yardimiyla alinip iizerinde 1 damla
PBS bulunan lam iizerine aktarildi. Lamlar lamel ile kapatilarak mikroskopta
incelendi ve hemositlerin enkapsiilasyon davranislar1 belirlendi. Konak larvalari
i¢erisinden disekte edilerek ¢ikarilan boncuklar ;

e Boncuk enkapsiile olmamis veya iizerinde birkag hemosit var ise
enkapsiile olmamis

e Boncuk iizerinde 4-9 katman hemosit var ise zayif enkapiile olmus

e Boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katmani var ise giiclii
enkapsiile olmus olarak degerlendirildi (Richards ve Dani 2008, Uckan ve
ark. 2010).

Ayrica bocek igerisinden alinan ve enkapsiile olmus boncuklar melanize
olup olmamalarina gore de degerlendirildi ve melanizasyon ytiizdeleri hesaplandi.
Tim GAj; dozlar1 ve kontrol gruplarini bulunduran deneyler hem 4 saatlik hem de

24 saatlik gozlemler icin her biri 5 larvadan olusan gruplarda 3 kez tekrar edildi.
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2.10. istatistik

GAj; uygulamasi ve kontrol gruplarindan elde edilen ortalamalar bir ve {i¢
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile karsilagtirildi. Ortalamalar arasi farklar,
varyanslar arasindaki homojenlik durumuna gore, Tukey gercekten anlamli
farklilik (Tukey HSD) veya Tamhane T2 testleri ile belirlendi. Veri analizinde
SPSS istatistik programi (SPSS, versiyon 18.0 , SPSS Science, Chicago, IL)

kullanildi. Sonuglar P< 0,05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulundu.

50



@) ANADOLU UNIVERSITESI

3. BULGULAR

3.1. GAy’iin Konak Hemolenf Proteinleri Uzerine Etkisi

Farkli dozlardaki (50-5000 ppm) GAj’iin son evre konak larvalarinin
hemolenf proteinleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla, hemolenf
proteinleri %10’luk SDS-Page jellerde elektroforetik analiz edildi (Sekil 3.1).
Jeller iizerindeki protein bantlarinin molekiiler agirliklar1 belirlendi ve bu
proteinlerin densitometrik analizlerine (O.D.) ait degerlerin ortalama ve standart
hatalar1 Tablo 3.1°de verilmektedir. Tablo 3.1’de de gosterildigi gibi konak son
evre larval hemolenfinde 181.2-14.5 kDa araliginda toplam 21 adet protein
belirlendi. Bu proteinlerde GA; uygulamasina bagl olarak 91.5, 65.6, 57.8, 53.4,
39.0, 35.5, 34.8, 31.6, 18.9 ve 14.5 kDA’lik proteinlerde Onemli kantitatif
degisimler goriildii.

GA; uygulanmis ve uygulanmamis konak hemolenf proteinlerinden, 91.5
kDa’lik proteinin miktarinda 200ppm’lik GA3; dozunda kontrole kiyasla onemli
oranda artig meydana gelirken bu degerin 500 ppm’den itibaren doz artisina bagh
olarak tekrar kontrol seviyesine geldigi belirlendi (F= 5.411; df= 7, 16; P<0.05).
91.5 kDA’lik hemolenf proteinlerinde meydana gelen bu degisim 53.4, 35.5, 34.8
ve 31.6 kDa’lik proteinlerde de benzerlik gdsterdi. Bu proteinlerden, 57.8 kDa’lik
proteinin miktar1 100 ppm’den baslayarak kontrole gore belirgin bir artig gosterdi.
Ayrica ayni proteinin miktar1 dozlar arasinda da 500 ppm’e kadar Onemli
degisiklik gostermezken 1000, 2000 ve 5000 ppm’de diger dozlara gbre dnemli
artis gosterdi (F= 15.288; df= 7, 16; P<0.05). Bir diger hemolenf proteini olan
53.4 kDa’lik proteinin miktar1 da 200 ppm’lik GA3 dozunda kontrole gore belirgin
bir artis gosterdi. Ancak bu artis hem diger dozlar arasinda hem de kontrole
kiyasla diizenlilik gostermedi (F=4.628; df= 7, 16; P<0.05). 35.5 (F= 16.490; df=
7, 16; P<0.05) ve 34.8 kDa’lik (F= 12.886; df= 7, 16; P<0.05) proteinlerde ise,
200 ve 1000 ppm’lik GAs dozlarinda kontrole kiyasla belirgin artig olurken bu
artisin 2000 ve 5000 ppm’lik deney gruplarinda devam etmeyerek tekrar kontrol
seviyesine geldigi goriildii. Konak G. mellonella son donem larval hemolenf

proteinlerinden 31.6 kDa’lik proteinin miktar1 da 200 ppm GAj3; dozundan itibaren
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kontrole gore tiim dozlarda belirgin bir artis gosterdi (F= 10.580; df= 7, 16;
P<0.05). 18.9 kDa’lik proteinin miktarinda ise 100 ppm’den itibaren kontrole
oranla anlamli bir artis meydana geldi (F= 8.620; df= 7, 16; P<0.05).

Konak hemolenf protein profilinde belirlenen 65.6 kDa’lik proteinin
miktarinda dozlara bagli bir azalma olmasina ragmen bu azalma sadece 1000,
2000 ve 5000 ppm dozlar1 arasinda 6nemlidir (F= 15.017; df= 7, 16; P<0.05).
Ayrica 14.5 kDa’lik proteinin miktarinda da kontrole gére 100 ppm’den itibaren
tiim dozlarda bir azalma meydana geldi (F= 11.252; df=7, 16; P<0.05).

“kﬁi’f‘m 5000 2000 1000 500 200 50 Kontral GM.
a =7 e St Ty S Lk e 3 e
§ +—200
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Sekil 3.1. GAj’le beslenen konak G.mellonella son evre larvalarinin  hemolenf protein profili.
K: kontrol, 50-5000: GA; miktarlar1 (ppm), G.M: Genis molekiiler agirlikli protein
standart (200: Miyozin, 116: B-Galaktosidaz, 97: Fosforilaz b, 66: Laktoferrin, 55:
Sigir serum albumin, 45: Glutamik dehidrogenaz, 36: Ovalbumin, 29: Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz, 24: Karbonik anhidraz, 20: Tripsinojen, 14: Tripsin inhibitor, 6.5:
a-laktalbumin, Sigma).
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Tablo 3.1.

densitometrik (O.D.) degerleri.

GA; uygulamasina bagli olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin optik

Dozlar”

Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*

GA; 181.2 139.8

109

91.5

87.2

65.6

Kontrol 0.59+0.12a 0.18+0.03a 0.11+0.01a 0.11+0.01a

50 0.66+0.02a 0.20+0.01a
100  0.60+0.03a 0.19+0.00a
200 0.64+0.04a 0.19+0.04a
500 0.51+0.03a 0.13+0.01a
1000 0.61+0.05a 0.24+0.05a
2000 0.54+0.00a 0.13+0.03a
5000 0.60+0.02a 0.17+0.04a

0.15+0.01a
0.18+0.01a
0.15+0.03a
0.10+0.01a
0.17+0.01a
0.134£0.02a
0.13+0.04a

0.10+£0.01a

0.11+0.02a

0.17+0.00b
0.14+0.01ab
0.13+0.01ab
0.15+0.01ab
0.14+0.00ab

0.09+0.02a
0.09+0.01a
0.10+0.02a
0.08+0.01a
0.09+ 0.00a
0.13+0.01a
0.10+ 0.00a
0.11+0.01a

0.77+0.05a
0.69+0.05a
0.70+0.09a
0.75+0.06a
0.71+0.06a
0.49+0.05b
0.46+0.17b
0.54+0.06b

Tablo 3.1.

optik densitometrik (O.D.) degerleri.

(Devam) GAj; uygulamasina bagl olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarimnin

Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*

Dozlar”

GA; 57.8

55.7

53.4

48.8

43.4

41.5

Kontrol0.21+0.03a 0.37+0.06a 0.20+0.02a (22+0.01a
50 0.17+0.02a 0.28+0.05a 0.28+0.01ab 0.25+0.01a

100
200
500

0.35£0.01b 0.46+0.05a 0.27+0.01ab 0.27+0.03a
0.35+0.02b 0.41+0.04a 0.32+0.03b 0.26+0.03a
0.36+0.03b 0.40+0.05a 0.20+ 0.02a 0.24+0.06a

1000 0.49+0.03c 0.45+0.08a 0.30+0.04ab 0.31+0.05a
2000 0.52+0.02¢ 0.31+0.04a 0.21+0.03a 0.22+0.02a
5000 0.55+0.04c 0.42+0.06a 0.30+0.00ab 0.28+0.02a

0.2240.03a 0.21+0.05a
0.26+0.01a 0.28+0.02a
0.26+0.02a 0.28+0.01a
0.32+0.03a 0.36+0.04a
0.21+£0.01a 0.324+0.05a
0.314+0.04a 0.30+0.02a
0.20+0.04a 0.29+0.02a
0.284+0.04a 0.27+0.02a
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Tablo 3.1. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin

optik densitometrik (O.D.) degerleri.

- U.D. .t *
Dozlar” Bant no (kDa)- O.D. (Ort. + SH)

GA;

39.0 35.5 34.8 33.8

32.4

Kontrol 0.16+0.02a 0.16+0.01ab 0.11+0.02ab ).19+0.02a

50
100
200
500

1000
2000

0.20+0.01ab 0.22+0.01bc  0.08+0.01a 0.19+0.01a
0.20+0.02ab 0.19+0.03abc 0.17+0.02bc 0.17+0.03a
0.39+0.01c 0.31+0.02d  0.24+0.01c  0.18+0.02a
0.16+0.04a 0.14+0.01ab 0.08+0.01a 0.19+0.00a
0.28+0.03b  0.26+0.00cd 0.22+0.03¢ 0.17+0.01a
0.20+0.02ab 0.18+0.01ab 0.13+0.01ab 0.19+0.01a

0.10+0.02a
0.11+0.00a
0.08+0.01a
0.12+0.02a
0.11+0.02a
0.14+0.01a
0.12+0.02a
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5000 0.13+0.02a 0.12+0.02a  0.28+0.02a 0.28+0.04a 0.13+0.02a

Tablo 3.1. (Devam) GAj; uygulamasina bagl olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin

optik densitometrik (O.D.) degerleri.

Dozlar” Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*
GA; 31.6 24.7 18.9 14.5
Kontrol 0.10+0.01a  0.14+0.00a 0.114+0.01a 0.1440.00a
50 0.11+0.02a  0.16+£0.01a 0.15+0.01ab 0.12+0.02ab
100 0.19+0.03abc 0.18+0.02a 0.27+ 0.04bc 0.06+0.01b
200 0.2240.03bc  0.22+0.03a 0.32+0.05¢ 0.08+0.00b
500 0.25+0.01bc  0.10+0.01a 0.26+ 0.02bc 0.04+0.00b
1000 0.29+0.02c  0.14+0.00a 0.34+0.02c 0.05+0.00b
2000 0.22+0.01bc  0.09+0.04a 0.29+0.01bc 0.08+0.01b
5000 0.27+£0.02bc  0.15+0.01a 0.30+ 0.03c  0.08+0.00b

Her biri 3 farkli jeldeki proteinlerin O.D. degerlerinin ortalamalarini ve standart hatalarini
gostermektedir

Ayni siitunda (a-d) ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(P>0.05)
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3.2. GAy’iin Parazitoit Hemolenf Proteinleri Uzerine Etkisi

Konak G. mellonella’ya uygulanmis farkli dozlardaki (50-5000 ppm)
GA5’lin bu konaklarda yetistirilen son donem parazitoit larvalarinin hemolenf
proteinleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan SDS-PAGE
calismasinda, hemolenf proteinleri %10’luk jellerde elektroforetik olarak analiz
edildikten sonra (Sekil 3.2), protein bantlarinin molekiiler agirliklar1 ve
densitometrik analizleri (O.D.) yapildi. O.D. degerlerinin ortalama ve standart
hatalar1 Tablo 3.2°de verilmektedir. Tablo 3.2°’de de gosterildigi gibi parazitoit
son evre (5. evre) larvalarinin hemolenfinde 252.6-20.5 kDa araliginda toplam 18
adet protein belirlendi. GAjuygulamasina bagh olarak 252.6, 207.9, 167.9, 105.2,
59.5, 55.0, 43.0, 31.6, 28.2, 23.7 ve 22.6 kDA’lik proteinlerde 6nemli kantitatif
degisimler goriildi. Ancak hem GAj; uygulanan hem de uygulanmayan deney
gruplarinda hemolenfteki protein profilinde kalitatif yonden degisiklik
belirlenmedi.

GAj; uygulanmis ve uygulanmamis konak hemolenf proteinlerinden, 252.6
kDa’lik proteinin miktarinda 100, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm’lik GAj;
dozlarinda hem kendi aralarinda hem de kontrole kiyasla énemli oranda artis
meydana gelirken bu degerin 500 ppm’de en yiiksek degere ulastig belirlendi (F=
121.762; df=7, 16; P<0.05). 207.9 kDA’lik hemolenf proteinin miktar1 50 ppm’de
kontrole gore belirgin bir artig gosterirken, bu artis doz artisindan 2000 ppm’e
kadar etkilenmedi ve 2000 ppm’den itibaren protein miktar1 tekrar kontrol
seviyesine gelmistir (F= 5.253; df= 7, 16; P<0.05). 167.9, 105.2 ve 55.0 kDa’lik
proteinlerde ise, 50 ppm’lik GA3 dozunda kontrole kiyasla belirgin artis olurken,
bu artisin diger dozlarda devam etmeyerek tekrar kontrol seviyesine geldigi
goriildii (F= 3.813; df= 7, 16; P<0.05, F= 2.750; df= 7, 16; P<0.05, F= 2.958;
df=7, 16; P<0.05). Parazitoit P. turionellae son donem larval hemolenf
proteinlerinden 59.5 kDa’lik proteinin miktart da 50, 100 ve 200 ppm GAj3
dozlarinda kontrole gére onemli artig gosterirken, 500 ppm’den itibaren protein
miktarinda doz artisinin etkili olmadigi ve protein miktarinin tekrar kontrol
seviyesine geldigi gozlemlendi (F= 11.129; df= 7, 16; P<0.05). 43.0 kDa’lik

proteinin miktarinda ise genel olarak kontrole kiyasla 50 ppm’den itibaren artis
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meydana geldi (F= 10.650; df= 7, 16; P<0.05). 31.6 kDa’lik proteinin miktarinda
100 ppm GAj; dozundan itibaren doz artisina bagh olarak azalma belirlendi (F=
8.037; df=17, 16; P<0.05). Bir diger hemolenf proteini olan 28.2 kDa’lik proteinin
miktarinda da benzer degisiklikler olup, kontrole gore tiim dozlarda bir azalma
meydana geldi. Ancak bu farkliliklar 100, 500, 1000, 2000 ve 5000 ppm’lik GA;
dozlarinda oOnemli olarak belirlenirken dozlar arasindaki azalma diizenlilik
gostermedi (F= 36.942; df= 7, 16; P<0.05). 23.7 kDa’lik hemolenf proteinin
miktarinda sadece 100 ppm’lik GA3; dozunda kontrole kiyasla anlamli bir azalma
meydana gelirken, bu azalma hem diger dozlar arasinda hemde kontrole gore doz
artisina baglh olarak diizenlilik gostermedi ve tekrar kontrol seviyesine geldi (F=
9.549; df=7, 16; P<0.05). 22.6 kDa’lik parazitoit son evre larval proteininin
miktari ise, 50, 100 ve 200 ppm’lik GA3 dozlarinda 6nemli oranda artig gdsterdi.
Bu artis 200 ppm’de en yiiksek seviyeye ulasirken, protein miktar1 500 ppm’den
itibaren tekrar kontrol seviyesine geldi ve doz artisina bagli olarak dozlar arasinda

da degisimler diizenlilik gostermedi (F= 80.717; df=7, 16; P<0.05).

111
\L%D-M G.M K 50 100 200 500 1000 2000 5000
Do BEES . -

Sekil 3.2. Konak G. mellonella’ya uygulanan GAj’lin parazitoit P. turionellae son evre
larvalarinin hemolenf protein profili. K: kontrol, 50-5000: GAj; miktarlar1 (ppm),
D.M: Disiik molekiiler agirlikli protein standart (66-14.2 kDa), G.M: Genis
molekiiler agirlikli protein standart (200-14.2kDa Sigma).
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Tablo 3.2. GAj; uygulamasima bagli olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin optik

densitometrik (O.D) degerleri.

Dozlar” Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*

GA; 252.6 207.9 167.9 105.2 85.3

78.9

Kontrol 0.11+£0.00a 0.44+0.03a 0.36+0.06a 0.32+0.03a 0.24+0.02a
50 0.12+0.01ab 0.58+0.03b 0.57+£0.02b 0.47+0.04b 0.24+0.04a
100 0.14+0.01b 0.56+0.00b 0.43+0.04ab 0.44+0.05ab 0.28+0.04a
200 0.13+£0.00ab 0.61£0.03b 0.45+0.05ab 0.42+0.02ab 0.30+0.05a
500 0.31£0.00c 0.56+£0.02b 0.43+0.03ab 0.37+0.03ab 0.25+0.02a
1000 0.26+0.01d 0.58+0.02b 0.48+0.01ab 0.40+0.01ab 0.30+0.02a
2000 0.244+0.01de 0.5440.02ab 0.47+0.04ab 0.39+0.01ab 0.29+0.04a
5000 0.28+0.0l1e 0.54+0.02ab 0.32+0.03a 0.35+0.02ab 0.26+0.02a

0.43+0.06a
0.45+0.02a
0.37+0.01a
0.38+0.01a
0.40+0.02a
0.38+0.01a
0.37+0.02a
0.37+0.01a

Tablo 3.2. (Devam) GAj; uygulamasina bagh olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin

optik densitometrik (O.D) degerleri.

Dozlar” Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*

GAs 67.7 59.5 55.0 52.3 49.8

44.3

Kontrol0.70+0.09a 0.36+0.06a  0.30+0.03ab 0.28+0.02a 0.27+0.01a
50 0.82+0.14a 0.63+0.05cd 0.37+0.01b 0.36+0.02a 0.20+0.04a
100 0.80+0.13a 0.60+0.04bcd 0.30+0.05ab 0.34+0.03a 0.20+0.00a
200 0.81£0.13a 0.67+0.02d  0.25+0.02ab 0.35+0.03a 0.25+0.02a
500 0.80+0.14a 0.31+0.00a  0.27+0.02ab 0.31+0.00a 0.27+0.04a
1000 0.86+0.12a 0.44+0.02abc 0.31+0.01ab 0.35+0.02a 0.29+0.03a
2000 0.79+0.15a 0.40+0.09ab 0.28+0.02ab 0.34+0.03a 0.26+0.03a
5000 0.75+0.13a 0.28+0.04a  0.22+0.01a 0.27+0.01a 0.18+0.04a

0.23+£0.01a
0.29+0.03a
0.20+0.01a
0.29+0.05a
0.24+0.03a
0.27+0.02a
0.27+0.04a
0.17+£0.01a
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Tablo 3.2. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak SDS-PAGE jellerindeki protein bantlarinin
optik densitometrik (O.D) degerleri.

Dozlar® Bant no (kDa)- O.D. (Ort. £ SH)*

GA;3 43.0 31.6 28.2 23.7 22.6 20.5

Kontrol 0.15+0.02a 0.09+0.03ab 0.10+£0.00a  0.09+0.00a 0.02+0.00ab 0.21+0.06a
50 0.35£0.01b  0.12+0.02a 0.06=0.01abc 0.05+0.01ab 0.03+£0.00cd 0.24+0.04a
100  0.26+0.03¢c 0.06+£0.01bc  0.05+£0.00b  0.06+0.00b 0.06£0.00cd 0.20+0.04a
200 0.26+0.02c 0.07+0.01bc  0.07+£0.00a 0.08+0.00ab 0.08+0.00de 0.22+0.06a
500 0.21£0.01bc 0.07+0.01bc  0.06+0.00b 0.08+0.01ab 0.04+0.00ac 0.17+0.02a
1000 0.274+0.00bc 0.07+£0.02bc  0.04+0.00b 0.05+0.01ab 0.034+0.00ad 0.17+0.02a
2000 0.25+0.02c  0.04+0.00c  0.03+£0.00c 0.05+£0.01ab 0.024+0.00ac 0.19+0.02a
5000 0.2240.01bc 0.04+0.01c  0.05+0.00b 0.04+0.00ab 0.02+0.00bce 0.15+0.01a

Her biri 3 farkli jeldeki proteinlerin O.D. degerlerinin ortalamalarin1 ve standart hatalarini
gostermektedir.

Ayni siitunda (a-e) ayn1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05).

3.3. GAy’iin Konak ve Parazitoit Hemolenf Serbest Aminoasitlerine Etkisi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanarak
yapilan serbest amino asit caligmalarinda oncelikle G. mellonella ve P.
turionellae’nin hemolenf serbest amino asit igerikleri, standartlara ait piklerin
(Sekil 3.3) alikonma zamanlart (Tablo 3.3) ile karsilastirilarak belirlendi. Sekil
3.4’de goriildigi gibi konak G. mellonella’nin son donem larvalarinin hemolenf
serbest aminoasit iceriginde toplam 18 aminoasit belirlendi. Larval hemolenfte,
aspartik asit ve sistein hem kontrol gruplarinda hem de deney gruplarinda
belirlenemedi. Parazitoit P. turionellae’nin son evre larvalarinda ise sistein
aminoasidi haricinde diger 19 aminoasit tespit edildi (Sekil 3.5). Sekil 3.4 ve
3.5°de de goriildiigii gibi hem konak hemde parazitoit hemolenfindeki amino asit
bilesiminin kontrol grubuna gore tiim deney gruplarinda da degisiklik
gostermedigi goriildii. Hemolenfteki bazi serbest aminoasitlerin miktarlarinin
doza bagl olarak degisiklik gosterdikleri hem % alan degisimleri hem de miktar
analizleri ile gosterildi. Her bir amino asidin kalibrasyon grafiklerindeki yeriyle

ilgili kalibrasyon esitlikleri Tablo 3.3’de verilmektedir. Standart konsantrasyonu
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ile alanlar1 arasindaki iligki tiim amino asitlerde lineerdir ve determinasyon

katsayilar1 0.99 degerine yakin bulundu.

Tablo 3.3. Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi’'nde aminoasit standartlarina ait piklerin
alikonma zamanlar ve kalibrasyon esitlikleri.

Serbest Aminoasit Kalibrasyon esitligi R’ Zl:lll(g::lnzgk)
Aspartik asit (ASP) y=0.0004x-4.9218 | 0.9988 8.262
Glutamik asit (GLU) y=0.0003x-10.452 | 0.9983 9.489
Asparajin (ASN) y=0.0001x-8.3554 | 0.9988 13.680
Serin (SER) y=0.0002x-6.6476 | 0.9988| 13.680
Glisin (GLY) y=0.0002x+1.3529 [0.9967| 14.449
Glutamin (GLN) y=0.0029x-4.7501 | 0.9997| 14.773
Histidin (HIS) y=0.0003x+6.5182 | 0.9991 16.929
Treonin (THR) y=0.0002x-0.1389 |0.9989| 18.037
Arginin (ARG) y=0.0001x-8.1749 |0.9991| 18.311
Alanin (ALA) y=0.0002x-3.0927 |0.9993| 19.025
Prolin (PRO) y=0.0002x-13.621 |0.9989| 19.684
Tirozin (TYR) y=0.0002x+7.7501 |[0.9983| 28.753
Valin (VAL) y=0.0002x-9.3375 |0.9986| 30.036
Metiyonin (MET) y=0.0013x-13.948 0.9985| 32.109
izolosin (ILE) y=0.0002x-9.5084 |0.9978| 36.453
Losin (LEU) y=0.0002x+14.481 | 0.999 37.060
Sistein (CYS) y=0.0003x-12.381 |[0.9983| 37.332
Fenilalanin (PHE) y=0.0003x-6.9075 | 0.9991 41.070
Triptofan (TRP) y=0.0003x-8.0466 |0.9991| 42.769
Lizin (LYS) y=0.0002x-6.3692 | 0.9983| 45.117
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Sekil 3.3.  Amino asit standart karsimmin HPLC kromatogrami, her bir aminoasit 2x10 mmol
konsantrasyondadir. Asp: Aspartik asit, Glu: Glutamik asit, Ser: Serin, Asn:
Asparajin, Gly: Glisin, Gln: Glutamin, His: Histidin, Thr: Treonin, Arg: Arginin, Ala:
Alanin, Pro: Prolin, Tyr: Tirozin, Val: Valin, Met: Metionin, Ile: izoldsin,Leu: Losin,
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Cys: Sistein, Phe: Fenilalanin, Trp: Triptofan, Lys: Lizin.
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Sekil 3.4. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi'nde G. mellonella son evre larval

hemolenfinin serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm GA; (c)
100 ppm GA; (d) 200 ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g) 2000 ppm
GA; (h) 5000 ppm GA; uygulanmis hemolenf serbest amino asit kromatografisi.
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Sekil 3.4. (Devam) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi'nde G. mellonella son evre

larval hemolenfinin serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm
GA; (c) 100 ppm GA; (d) 200 ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g)
2000 ppm GAj; (h) 5000 ppm GA; uygulanmig hemolenf serbest amino asit
kromatografisi.
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Sekil 3.4. (Devam) Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi'nde G. mellonella son evre

larval hemolenfinin serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm
GA; (c) 100 ppm GA; (d) 200 ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g)
2000 ppm GA; (h) 5000 ppm GAj; uygulanmigs hemolenf serbest amino asit
kromatografisi.
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Sekil 3.4. (Devam) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi'nde G. mellonella son evre

larval hemolenfinin serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm
GA; (c) 100 ppm GA; (d) 200 ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g)
2000 ppm GAj; (h) 5000 ppm GA; uygulanmis hemolenf serbest amino asit
kromatografisi.
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Sekil 3.5. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi’nde P.turionellae hemolenfinin serbest
amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm GA; (¢) 100 ppm GA; (d) 200
ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g) 2000 ppm GAj; (h) 5000 ppm GA;
uygulanmis hemolenf serbest amino asit kromatografisi.
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(Devam) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi’'nde P.turionellae hemolenfinin
serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm GA; (c) 100 ppm GA;
(d) 200 ppm GAj; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g) 2000 ppm GA; (h) 5000
ppm GA; uygulanmis hemolenf serbest amino asit kromatografisi.
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Sekil 3.5. (Devam) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi’nde P.turionellae hemolenfinin

serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm GA; (c) 100 ppm GA;
(d) 200 ppm GA; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g) 2000 ppm GA; (h) 5000
ppm GAj; uygulanmig hemolenf serbest amino asit kromatografisi.
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Sekil 3.5.

(Devam) Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi’'nde P.turionellae hemolenfinin
serbest amino asit igerigi, (a) GA; uygulanmamis (b) 50 ppm GA; (c) 100 ppm GA;
(d) 200 ppm GAj; (e) 500 ppm GA; (f) 1000 ppm GA; (g) 2000 ppm GA; (h) 5000
ppm GA; uygulanmis hemolenf serbest amino asit kromatografisi.
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3.3.1. Konak hemolenf serbest aminoasit degisimi

Konak G. mellonella son donem larval serbest aminoasit igeriginin yiiksek
performanslt s1vi kromatografisindeki % alanlarmin doza bagli degisimleri Tablo
3.4°de verilmektedir. G. mellonella larvalarmin hemolenfinde prolinin diger
amino asitlere gore yiiksek seviyede bulundugu hem % alan hem de kantitatif
analizlerle (Tablo 3.5) belirlendi. Glutamin, histidin, treonin, arjinin, tirozin,
izoldsin ve 16sinin % alan degisimlerinin GAs uygulmasindan etkilenmedikleri
(P>0.05) belirlenirken, diger amino asitlerin % alanlar1 kontrol grubuna ve dozlara
gore farkli oranlarda degisiklikler gosterdi (P<0.05, Tablo 3.4). Ayrica G.
mellonella larva evresinde hemolenf serbest amino asitlerinin miktarlar1 ve GA;
uygulamasina bagli miktar (ng/pl) degisimleri de Tablo 3.5’te verilmektedir.
Standart kalibrasyon egrisinden elde edilen bu verilere goére her hangi bir isleme
maruz kalmamis larvalarin hemolenfinde glutamin aminoasidinin 397.22 ng/pl,
prolinin ise 70.83 ng/ul olduklar1 ve hemolenfteki diger aminoasitlere gore ¢ok
yiiksek miktarda bulunduklar1 belirlendi. Farkli dozlarda GAs; uygulmasindan,
glutamin, arjinin ve valin aminoasitlerinin etkilenmedigi belirlendi (P>0.05).
Diger aminoasitlerden serin, asparajin, glisin, izolosin, 16sin ve fenilalaninin
miktarlar1 sadece dozlar arasinda degisiklikler gosterdi. Histidin, treonin, alanin,
prolin, tirozin, metionin, triptofan ve lizin aminoasitlerinin miktarlarinda ise hem

kontrole hem de dozlara gore onemli degisikler goriildii (P<0.05, Tablo 3.12)
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Tablo 3.4. GAj; uygulamasina bagli olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza bagl degisimleri.

Dozlar” 0.D. (Ort. + SH)*
GA; (ppm) Glu Ser (Asn) Gly Gln His Thr Arg
Kontrol 0.15+0.00abc =~ 4.57+0.3a 2.05+0.23ab  14.44+1.17a 3.70+0.63ab  1.81+0.29ab  8.53+0.75a
50 0.19+0.01be  3.66+0.03a 1.98+0.07a  12.77+0.30a 3.66+0.11ab 1.91+0.16ab  9.76+1.05a
100 0.12+0.00acd  2.85+0.40a  2.03+0.17ab  12.61+0.32a 3.47+0.35ab  1.15+0.14ab  8.02+1.00a
200 0.16+£0.02bce  4.13+0.42a 3.04+£0.29¢  17.06+0.79a 3.77+0.14ab  2.18+0.40ab  8.83+1.75a
500 0.12+0.01acd  3.96+0.77a  2.70+0.09abc  12.55+1.35a 3.84+0.31ab  2.69+0.05a 11.18+1.28a
1000 0.21+0.01e 2.95+0.18a  2.35+0.13abc  13.16+1.13a  5.51+0.24b  1.34+0.03b  9.98+1.24a
2000 0.16+0.01bce  3.82+0.35a  2.59+0.04abc 17.39+2.39a 4.93+0.35ab  2.85+0.21ab 9.01+1.04a
5000 0.11£0.01ad  7.1940.17b  3.02+0.36bc  18.58+0.81a  5.31+0.58b  2.52+0.15ab  9.19+0.24a
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Tablo 3.4. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza baglh

degisimleri.
Dozlar” 0.D. (Ort. £ SH)*
GA; (ppm) Ala Pro ? Tyr Val Met Ile
Kontrol  6.41+0.49a 37.43+£1.99ab  6.61+0.45abc  0.46+0.02a  4.69+0.09ab  0.39+0.03a  1.04+0.12abcd
50 6.71£0.49a 44.39+1.68b 6.91+0.17a 0.35+0.02a  4.89+0.15b  0.33+0.02ab  0.22+0.03ac
100 6.30+0.47a 46.68+1.12a 5.4440.01ab 0.85£0.06a  4.01+0.14a  0.24+0.02b  1.18+0.07b
200 7.29+1.41a 37.90+4.08ab  3.42+0.33abc  1.09+0.11a  4.43+0.13ab  0.35+0.02ab  1.06+0.18abcd
500 12.17+0.74b 31.4742.68ac  6.70+0.21b 1.11£0.26a  4.90+0.16ab  0.40+0.02a  0.33+£0.03a
1000 12.35+0.38b  29.75+0.69ac  5.64+0.14ab 1.08+0.20a  4.91+0.24ab  0.75+0.07c  1.53+0.05bd
2000 12.36+1.70b  25.53+0.22¢ 4.98+0.09abc  0.34+0.07a  5.96+0.25¢ 0.71+0.02¢  1.22+0.23abcd
5000 23.75+0.76¢ 11.920£1.09d  2.90+0.16¢ 1.36+1.02a  5.99+0.17¢ 0.87£0.08c  1.47+0.06bd
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Tablo 3.4. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza baglh

degisimleri.
Dozlar” 0.D. (Ort. £ SH)*
GA; (ppm) Leu Phe Trp Lys

Kontrol 3.27£0.02a  2.39+0.28ab  0.93+0.04a 1.10+0.03a
50 3.64£0.15a  0.85+0.06a  0.40+0.02b  0.39+0.04b
100 2.78+0.14a 1.35+0.21ab  0.74+0.02a  0.44+0.01bc
200 2.79+0.19a 1.47+0.13ab  0.46+0.06b 0.56+0.05¢
500 3.85£0.17a  1.46+0.10ab  0.40+£0.02b  0.56%0.04c
1000 3.37+0.06a  1.38+0.02ab  1.27+0.13c 0.77£0.06d
2000 4.32+0.57a 2.17£0.37ab  0.77+0.03a  0.78+0.01d
5000 3.58+0.16a 1.81£0.08b  0.78+0.05a  0.76+0.02d

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alami yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.5. GA;uygulamasima bagl olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin miktarlar1 (ng/pl).

Dozlar” Aminoasit miktari (ng/ul Ort. £ SH)*
GA; (ppm) Ser Asn Gly Gln His Thr Arg
Kontrol 4.10+£0.14ab 4.05+0.14ab 4.56+0.38ab 397.22+33.57a 10.53+1.73a 3.40+0.44ab 7.82+0.72a
50 2.96+0.09a  2.90+0.09a 4.36+0.08a 321.63+14.42a 9.55+0.28a 3.32+0.35ab 8.20+0.93a
100 2.92+0.44a  2.87+0.44a 4.53+0.39ab 404.06+20.42a 10.91+1.51a 2.53+0.32a 8.64+1.37a
200 3.46+0.63ab 3.40+0.63ab 5.31+0.13b  432.04+15.04a 10.03%£1.19a 3.71+0.44abc  7.46+0.47a
500 3.55+0.63ab 3.49+0.64ab 5.25+0.06b  348.38+27.85a 11.18+1.29a 5.18+0.13¢ 10.53+1.35a
1000 2.82+0.32a  2.76+0.32a  4.85+0.08b  394.13+49.95a 16.90+0.27b 2.75+0.15a 8.05+0.83a
2000 3.02+0.31a  2.97+0.31a 4.4440.11ab 432.03£70.66a 12.56+0.79ab  4.82+0.32bc 7.34+0.70a
5000 4.98+0.08b  4.92+0.08b  4.40+0.46ab 389.36+£12.92a 11.49+£1.08ab  3.64+0.18ab 6.38+0.20a
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Tablo 3.5. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin miktarlari (ng/pl).

Dozlar” Aminoasit miktari (ng/ul Ort. £ SH)*
GA; (ppm) Ala Pro Tyr Val Met Ile Tyr
Kontrol 12.01+1.08a  70.83%+6.17a 1.124+0.02a 8.58+0.13a 0.65+0.05a 1.64+0.19abc 6.70+0.23ab
50 11.55+¢1.67a  76.584+2.83a 0.87+0.02b 8.17+0.09a 0.40+0.05a 0.07+0.04ab 6.79+0.14ab
100 13.83+£2.09ab  102.46+0.75a  2.13+0.12ab  8.51+0.08a 0.34+0.05a 2.28+0.13ac 6.50+0.37ab
200 12.59+£3.75a  67.08+11.44ab 2.16+0.17ab  7.47+0.55a 0.46+0.03a 1.50+0.20abc 5.34+0.04ab
500 23.29+£1.28c  60.57+£7.32ab  2.42+0.57ab  8.73%0.13a 0.70+0.02ab 0.32+0.06b 7.89+0.12b
1000 26.95£0.37¢c  60.69+4.26abc  2.46+0.40ab  7.74+0.79a 1.51+£0.13ab 2.81+0.04¢ 5.34+0.21a
2000 20.81+4.64bc  42.94+1.53b 0.85+0.13ab  9.81+£0.41a 1.34+0.06b 1.74+0.30abc 7.87+1.14ab
5000 34.29+2.74d  16.85+1.82¢ 2.25+1.47ab  7.77+0.18a 1.43+0.17b 1.80+0.12abc 5.67£0.15a
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Tablo 3.5. (Devam) GA; uygulamasina bagl olarak G. mellonella larva evresinde hemolenf
serbest aminoasitlerinin miktarlart (ng/pl).

Dozlar” Aminoasit miktar1 (ng/ul Ort. £ SH)*
GA;

Phe Trp Lys
(ppm)
Kontrol 6.59+0.86ab  2.39+0.09a 1.88+0.02a
50 1.97+0.15a 0.77+0.08b 0.47+0.06b
100 4.24+0.68ab  2.18+0.03ad  0.76+0.01bc
200 3.60+0.16b 0.94+0.05bc  0.76+0.01bc
500 3.99+£0.23ab  0.89+0.01b 0.49+0.06b
1000 3.3940.19ab  3.62+0.33e 1.38+0.14abc
2000 5.2440.74ab  1.69+0.13cd  1.38+0.06abc
5000 3.69+0.16b 1.41£0.09bc  1.39+0.01abc

Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini géstermektedir.
Her amino asit miktari i¢in ayni siitunda (a-e) ayn1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).

3.3.2. Parazitoit hemolenf serbest aminoasit degisimi

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi'nde P. turionellae hemolenfinin
serbest amino asit iceriginde bulunan amino asitlerin % alan degerleri ve
miktarlari sirasiyla Tablo 3.6 ve 3.7°de verilmektedir. Hi¢bir islem uygulanmamis
P.turionellae’nin son donem larval hemolenfindeki serbest aminoasitlerden
prolin’in % 45.667 oraninda diger amino asitlere gore en yiiksek oranda oldugu
goriiliirken, miktar analizlerinde glutamin (123.34 ng) ve prolin (76.69 ng)
iceriginin yiiksek diizeyde oldugu belirlendi. Farkli dozlarda GAj3; uygulmasindan,
alanin ve prolin aminoasitlerinin % alanlarinin etkilenmedigi goriiliirken (P>0.05)
hemolenfte belirlenen tiim serbest aminoasitlerin miktarlarinin dozlara bagh
degisiklik gosterdigi tespit edildi (P<0.05, Tablo 3.7). Tablo 3.7’de de gdsterildigi
gibi, triptofan ve lizin aminoasitlerinde sadece dozlar arasinda 6nemli degisikler
goriiliirken, diger amino asitlerde hem kontrole gére hemde dozlar arasinda

onemli degisiklikler belirlendi.
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Tablo 3.6. P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza baglh degisimleri.

Dozlar” 0.D. (Ort. = SH)*
GA; (ppm) Asp Glu Ser (Asn) Gly GIn His
Kontrol 3.25+0.15a 0.65+0.03a 2.42+0.09ab 2.84+0.22abc 4.82+0.72a 9.08+0.53a
50 1.41+£0.10b 0.88+0.05a 3.74+0.40abc 2.29+0.07ab 5.28+1.08a 6.89+0.05ab
100 1.67+0.03b 0.30+0.01b 4.41+0.39abc 3.2240.39bcd 26.41+1.01b 6.14+0.33b
200 1.82+0.07bd 0.34+0.06b 6.72+0.41ac 2.224+0.22a 11.26+0.37d 8.39+0.79a
500 1.34+0.09b 0.41+0.04b 2.98+0.41abc 6.51+£0.29f 17.90+0.47¢ 8.29+0.27ab
1000 2.48+0.04ad 0.89+0.03d 4.40+1.02abc 4.18+0.04de 12.84+0.45d 8.29+0.71ab
2000 7.07£0.77¢ 0.58+0.04a 2.20+0.23b 4.57+0.11de 12.70+0.18d 8.92+0.27a
5000 0.42+0.02¢ 0.32+0.01b 6.07+£0.32¢ 5.26+0.22¢ 15.77+£0.22¢ 6.94+0.34ab

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasin1 gostermektedir.
" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.6. (Devam) P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza bagl degigimleri.

Dozlar” 0.D. (Ort. + SH)*
GA; (ppm) Thr Arg Ala Pro Tyr Val
Kontrol  2.01+0.12a 12.11£0.51ad  5.75+0.51a 45.67+0.74a  0.46+0.02a 4.69+0.09ab
50 2.95+0.36b 9.79+0.52ab  8.04+0.42a 44.25+1.26a  0.35+0.02a 4.89+0.15b
100 0.99+0.04¢ 4.57+0.54¢ 6.82+0.65a 37.23+1.29a  0.85%0.06a 4.02+0.14ab
200 0.97+0.11¢ 8.89+0.88ab  8.12+0.18a 42.20+1.83a 1.09+0.11a 4.43+0.13ab
500 0.88+0.08¢ 0.45+0.87bc  3.55+0.64a 41.95+0.68a 1.12+0.26a 4.90+0.16ab
1000 1.18+0.03¢ 6.74+0.98bc  8.15+0.22a 41.10+1.50a 1.08+0.20a 4.91+0.24ab
2000 0.98+0.09¢ 5.80+0.81bc  6.74+0.10a 40.68+0.83a  0.34+0.07a 5.96+0.25¢
5000 2.64+0.12b 8.91+0.23ab  8.67+0.03a 32.57£0.17a  1.36%1.0la 5.99+0.17¢

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.6. (Devam) P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin pik yiizde alanlar1 (%) ve doza bagl degigimleri.

Dozlar” 0.D. (Ort. + SH)*
GA; (ppm) Met Ile Leu Phe Trp Lys
Kontrol  0.39+0.03a 1.04+0.12abed 3.27+0.02a 2.39+0.28ab  0.93+0.04a 1.10+0.03a
50 0.33+0.02ab  0.22+0.03ac 3.64+0.15a 0.85+0.06a 0.40+0.02b 0.39+0.04b
100 0.24+0.02b 1.18+0.07b 2.73+0.14a 1.35¢0.21ab ~ 0.7440.02a 0.44+0.01bc
200 0.35+0.02ab 1.06+0.18abed  2.79+0.20a 1.47+£0.13ab  0.46+0.06b 0.56+0.05¢
500 0.40+0.02a 0.33+0.03a 3.85+0.17a 1.46+0.09ab  0.40+0.02b 0.56+0.04¢
1000 0.75+0.07¢c 1.53+0.05bd 3.37+0.06a 1.38+0.02ab 1.274+0.13c 0.77+0.06d
2000 0.71+0.02¢ 1.224+0.23abed 4.32+0.57a 2.17+£0.37ab 0.77+£0.03a 0.78+0.01d
5000 0.87+0.08¢ 1.46+0.06bd  3.58+0.16a 1.81+£0.08b 0.78+0.05a 0.76+0.02d

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.7. GA;uygulamasina bagl olarak P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin miktarlari (ng/pl).

Dozlar’ Amino asit miktar1 (ng/pl Ort. = SH)*
GA; (ppm) Asp Ser Asn Gly Gln His
Kontrol 11.20+0.25a 1.8940.10a 1.84+0.18a 5.01+0.30ac 123.35+21.78a 23.97+2.06ab
50 7.57+0.22b 4.95+0.65ab 4.89+0.13ab 6.33+0.15a 210.77+42.73a 28.45+1.16bc
100 7.37+£0.17b 8.94+0.36b 8.89+0.62b 13.39+£0.96abc ~ 1677.37+105.89b 38.38+0.22d
200 9.58+0.37ab 8.75+0.52ab 8.70+0.91ab 5.97+0.61ac 736.42+15.44¢ 33.66+3.14cd
500 7.26+0.24b 3.97+0.75ab 3.92+1.29ab 18.15+0.14b 722.03£9.30c¢ 34.71+1.73cd
1000 9.62+0.09ab 4.12+1.00ab 4.06+1.74ab 8.30+0.14c¢ 738.74£14.12¢ 24.67+2.56ab
2000 19.61+1.88¢c 1.32+0.18a 1.26+£0.31a 8.06+0.22¢ 751.02+3.16¢ 18.80+0.83a
5000 2.87+0.11d 10.87+0.84ab 10.82+1.45ab 19.30+1.28¢ 844.43+10.16¢ 37.89+0.98d

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.7. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin miktarlari (ng/pl).

Dozlar” Aminoasit miktar1 (ng/pl Ort. = SH)*
GA3;(ppm) Thr Arg Ala Pro Tyr Val
Kontrol 6,51+0,10a 10,35+0,65ab  9,92+0,58a 79,69+3,53a 3,15+0,18a 5,03+0,63a
50 8,06+0,72a 13,26+1,29bc  21,94+0,35bc  121,72+8,98ab  4,84+0,13be 5,91+0,52a
100 4,12+0,03a 9,39+1,59ab 28,67+3,79cd  155,79+11,25ab 4,07+0,11bcd 5,50+0,44a
200 3,26+0,28b 11,62+1,17abc  21,60+0,55bc  112,40+34,88ab 4,60+0,42bc 4,59+0,20a
500 2,43+0,14ab  8,81+1,58ab 9,68+1,47a 113,86+6,29ab  3,67+0,26cd 4,93+0,11a
1000 3,30+0,06b 6,34+0,81a 15,97+0,34ab  80,81+4,37ab 3,9940,13bcd 4,12+0,27a
2000 1,36+0,10b 10,79+0,46abc  9,35+0,26a 56,62+1,90a 3,41+0,16cd 4,7340,08a
5000 13,31+£0,71c ~ 15,97+0,11c 31,53+0,79d  118,44+3,33b 5,79+0,09¢ 12,85+0,78b

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05)
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Tablo 3.7. (Devam) GA; uygulamasina bagli olarak P. turionellae larva evresinde hemolenf serbest aminoasitlerinin miktarlari (ng/pl).

Dozlar” Aminoasit miktar1 (ng/pl Ort. £ SH)*
GA;3; (ppm) Met Ile Leu Phe Trp Lys
Kontrol 0.78+0.05a 1.89+0.26a 3.02+0.04ac ~ 5.57+2.58ab 0.82+0.05abc 1.36+0.17ac
50 4.02+0.09b 5.12+0.29b 8.78+0.81abc  8.42+0.14b 1.65+0.01a 0.93+0.03a

100 2.67+0.18bc  4.70+0.09b 6.22+0.74abc  3.04+0.18ab 1.19+0.04ac 3.49+0.39abc
200 1.89+0.39bc  4.98+0.17b 3.13£0.12ab  4.45+0.42ab 1.42+0.17abc 1.44+0.14ac
500 2.16+0.03abc  4.83+0.14b 4.85+0.52abc  3.90+0.14ab 0.58+0.02b 3.3440.13bc
1000 0.77+0.05a 2.53+0.28a 3.69+0.06bc 1.10+0.23¢c 0.99+0.00c 1.814+0.09ac
2000 0.64+0.04a 0.50+0.07¢ 2.90+0.17ab 1.27+0.02¢ 0.86+0.16abc 0.82+0.02a
5000 2.75+0.09¢ 2.37+0.22a 7.24+0.24c¢ 1.12+0.11c 0.67+0.01b 2.71+0.09¢

"Deney grubu sonuglar1 3 tekrarm ortalamasini gostermektedir.

" Her amino asit pik alan1 yiizdesi igin aym siitunda (a-d) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05)
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3.4. GAz’iin Konak Hemositlerine EtKisi

3.4.1. Konak toplam hemosit sayisi

G. mellonella son donem larvalarinda, farkli dozlardaki (50-5000 ppm)
GA5’ln toplam hemosit sayilarina etkileri Tablo 3.8’de verilmektedir. Higbir
uygulama yapilmamis G. mellonella larvalarinda hemosit sayis1 21,23 x 10°
hiicre/ml olarak belirlendi. Uygulanan GAj3; dozuna bagli olarak, deney gruplarinin
toplam hemosit sayilarinda 1000 ppm’e kadar kontrol grubuna goére anlamli bir
artis gosterirken, 1000 ppm’den itibaren toplam hemosit sayis1 tekrar kontrol
grubundaki seviyeye gelerek, bu oran 2000 ve 5000 ppm’lik dozlarda da
etkilenmedi. Toplam hemosit sayis1 500 ppm’lik GA; uygulamasinda en yiiksek
seviyeye ulagsmasina ragmen, dozlar arasinda ise 1000 ve 5000 ppm’lik GAj
dozlarinin diger dozlardan 6nemli farkliliklar gosterdigi belirlendi (F= 26.495; df=
7, 112; P<0.05).

Tablo 3.8.  GA5’iin konak bocek G. mellonella son evre larval toplam hemosit sayilarma (x10°
hiicre/ml) etkileri

Toplam Hemosit

GA; Sayilar1”

dozlar1 (ppm) (x10° hiicre /ml)
(Ort. + SH)

Kontrol 21.23+1.57 abe
50 26.55+1.29 cd
100 28.89+0.71 de
200 30.75+1.45 de
500 32.63+0.98 ¢
1000 18.84+1.08 ab
2000 23.01+0.70 be
5000 16.72 £0.81 a

* Her biri 15 larvanin toplam hemosit say1s1 ortalamalarini ve standart hatalarini gostermektedir.

Ayni siitunda (a-e) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir
(P>0.05, Tamhane 2).
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3.4.2. Konak bocek farkh hemosit tipleri, sayilar1 ve mitotik indeks

50-5000 ppm doz araligindaki GA;’lin konak son donem larvalarinin
hemositleri tizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla oncelikle G. mellonella
larval hemosit tipleri belirlendi. G. mellonella larval hemosit tipleri morfolojik
olarak graniilositler, plazmatositler, sferiilositler, Onositoid ve prohemositler
olarak siniflandirildi (Sekil 3.6 ve 3.7). GA; uygulamasinin konak farkli hemosit
tiplerine etkilerinin belirlendigi calismalarda tiim hemosit tipleri her preperatta
1000 hiicre olacak sekilde sayildi ve veriler Tablo 3.9’da verilmektedir. Tablo
3.9°da goriildiigii gibi hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvalarinda en
yogun bulunan hiicre tipi graniilositler ve plazmatositler olarak belirlendi (Sekil
3.8). Farkli GA3 dozlarina bagli olarak konak son dénem larvalarinin Plazmatosit
(PL) sayis1 en fazla 1000 ppm’de goriiliirtken bu oranin kontrol ve deney
gruplarina gore dnemli olmadig1 goriildii (F= 1.989; df= 7, 112; P>0.05). Konak
son donem larvalarinda belirlenen graniilosit (GR) oranlarinin  GAj
uygulamasindan etkilenmedikleri ve en yiiksek oranin 50 ppm’de oldugu
belirlendi (F= 1.357; df=7, 112; P>0.05). G. mellonella son dénem larvalarinda
belirlenen diger hemositlerden (DH) siferiilosit, Onositoid ve prohemosit
sayilarinin da GAj; uygulamasindan etkilenmedigi istatistiksel olarak belirlendi

(F= 1.916; df=7, 112; P>0.05).

a)Plazmatositler

&3



b) Graniilositler

¢) Onositoidler
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e) Prohemositler

Sekil 3.6. Konak G. mellonella son donem larvalarinda Giemsa boyama yontemi ile
gdzlemlenen farkli hemosit tipleri, Olgii Bar1 = 10 pm. Biiyiitme = 1000X.

Sekil 3.7. Konak G. mellonella son donem kontrol grubu larvalarinda Faz-Konrtast mikroskopta
gbzlemlenen farkli hemosit tipleri, Olgii Bar1 = 10 pm. Biiyiitme = 1000X. a:
Plazmatosit, b: graniilosit, c: siferiilosit, d: 6nositoid.
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Tablo 3.9. GAj’iin konak G. mellonella larvalarinin farkli hemosit sayilarina etkileri.

Deney Farkh Hemosit Sayilar:
Gruplan (hiicre / 1000) (Ort. + SH)*
(GA3) Hemosit Tipi*
PL GR DH
Kontrol 464.09 £19.09a 466.00 £19.78a  69.91 +4.32a
50 ppm 439.58 £16.70a  479.48 + 16.02a 80.94 + 7.48a
100 ppm 482.84 +£21.87a 455.14+22.71a  62.02+4.79a
200 ppm 500.23 £33.93a 412.56+38.14a  87.21 +12.62a
500 ppm 522.90+2293a 411.74+22.60a 6537+ 7.32a
1000 ppm 530.33 £27.35a 41497+27.99a  57.70£5.19a
2000 ppm 45147+ 15.15a 472.87+16.12a  75.66 + 7.68a
5000 ppm  489.74+21.48a 436.93+23.73a  73.33+7.85a

# Her biri 15 larvanin 1000 hiicredeki farkli hemosit sayisi ortalamalarini ve standart hatalarim

gostermektedir

* Aym siitunda ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsizdir
(P>0.05). PL: Plazmatosit, GR: Graniilosit, DH: Siferiilosit, Onositoid ve Prohemositlerin

ortalama ve standart hatalari

600,00

300,00

400,00

300,00

200,00

hemosit tipleri oranlarn
(hemosit tipf1000 hiicre)

100,00

B KONTROL

W50 PPM

=100 PPM

H 200 PPM

W 500 PPM

1000 PPM

2000 PPM

5000 PPM

Sekil 3.8. GA;’iin konak farkli hemosit sayilarina etkileri
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Farkli dozlardaki GAs’tin farkli hemosit tiplerine olan etkilerinin
belirlenmesi amaciyla hazirlanan tiim preperatlarda farkli mitotik evreler de
incelenerek mitotik indeksin dozlara bagl olarak % degisimi belirlendi. Ayrica
apoptotik indeks i¢in hazirlanan preparatlarda da mitotik evreler belirlendi ve
bunlarda sayimlar i¢inde degerlendirildi (Sekil 3.9). Tablo 3.10°da de gosterildigi
gibi, mitotik indeksin kontrole goére 5000 ppm’e kadar anlamli bir degisim
gostermedigi, 5000 ppm’de ise kontrole gbére onemli oranda bir artig gosterdigi
belirlendi (F= 3.894; df= 7, 112; P< 0.05). Ancak, kontrol grubuna bagh yapilan
bu kiyaslama istatistiksel olarak onemliyken, GAs’iin farkli dozlar1 arasindaki
mitotik indeks verilerinin kendi aralarinda 6nemli degisiklik gostermedigi goriildi

(Tablo 3.10).

Sekil 3.9. Konak G. mellonella son evre larvalarinda mitoz boliinme evresindeki hemositler,
Olgii Bar1 = 10 um. Biiyiitme = 1000X.
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Tablo 3.10. GAj;’iin konak G. mellonella son donem larva evresindeki mitotik indeks (%)

degisimleri.
GA; Dozlar (ppm) Mitotik indeks (%)"
(hiicre/1000) (Ort. = SH)*

Kontrol 1.146 + 0.14a

50 1.321 +0.16ab

100 1.649 £ 0.12ab

200 1.485 + 0.25ab

500 1.263 +0.18ab

1000 1.177 £ 0.16ab

2000 1.329 + 0.06ab

5000 2.335+0.31b

*  Her biri 15 larvanm 1000 hiicredeki mitotik indeks yiizdelerinin ortalamalarini ve standart
hatalarmni gostermektedir.

Ayni siitunda ayn1 harfi (a-b) tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir
(P>0.05).

3.4.3. Konak hemositlerinde apoptotik indeks

GA; dozlarinin G. mellonella’nin larval hemositlerinde apoptotik indekse
etkileri dort tekrarli deney serileri ile belirlendi. Acridine Orange/ Ethidium
Bromide boyama teknigi kullanilarak hazirlanan preparatlarin  mikroskobik
incelemesi sonucu larval evrede normal hemositler (Sekil 3.10), erken apoptotik
(Sekil 3.11), gec apoptotik (Sekil 3.12) ve nekrotik (Sekil 3.13) hemositler
goriilmektedir.

Kontrol ve deney gruplarinda yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda
erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli hiicrelerin (%) oranlar1 Tablo
3.11’de verilmektedir (Sekil 3.14). GA; doz artisina baghh olarak canli

hemositlerin oraninda dozlar arasinda anlamli bir degisim olmazken, bu oranlar
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kontol grubuyla kiyaslandiginda 5000 ppm’lik deney gruplarinda istatistiksel
olarak 6nemli bir azalma gosterdi (F= 4.674; df= 7, 152; P<0.05). Tablo 3.11°de
de goriildigii gibi konak hemositlerindeki, erken apoptosis indeksinin GAj;
uygulamasina bagli olarak istatistiksel yonden degisiklik gostermedigi goriildii
(F= 0.787; df= 7, 152; P<0.05). Konak hemositlerinin ge¢ apoptotik indeksinde,
500 ppm ve 5000 ppm’lik GAj3 dozlar1 arasinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
anlaml bir artiy meydana gelirken, uygulanan GAj3 dozlar1 arasinda 5000 ppm
haricinde istatistiksel olarak dnemli bir degisim goriilmedi (F= 6.038; df=7, 152;
P<0.05). Konak hemositlerinde belirlenen nekrotik indekste ise, uygulanan tiim
GA; dozlarinda kontrol grubuna gore onemli bir artis belirlenirken, nekrotik
indeksin uygulanan GAj; dozlarn arasinda anlamli bir degisime neden olmadigi

gozlendi (F= 11.978; df=7, 152; P<0.05).

Sekil 3.10. Acridine Orange ve Ethidium Bromide ile boyanmis G. mellonella larval
hemositlerinin floresans mikroskobu gériintiileri. Biiyiitme: 1000X, Olgek: 10 um.
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Sekil 3.11.  G. mellonella larva evresinde erken apoptotik hemosit. Biiyiitme: 1000X.

Sekil 3.12.  G. mellonella larva evresinde geg apoptotik hemosit. Bilyiitme: 1000X.
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Sekil 3.13.  G. mellonella larva evresinde nekrotik hemositler. Biiyiitme: 1000X.

Tablo 3.11. Farkli GA; dozlarimin G. mellonella son donem larva evresinde erken apoptotik, geg
apoptotik, nekrotik ve canli hiicre (%) sayisina etkileri.

GAs Apoptotik indeks (%)"
Dozlar1 (hiicre/500) (Ort. = SH)
(ppm)* Erken Gec Nekros Cant

aBOBtozis aBOBtozis
Kontrol 636 £0.81a 2.18+0.26a 0.04+0.04a 91.42+0.94a

S0 6.67+0.65a 3.39+0.4lab 1.04+0.21b 88.91+0.91ab
100 574+0.48a 3.79+04lab 1.16+021b 89.31+0.69a
200 555+0.47a 2.74+048ab 0.96+0.24b 90.75+0.83a
500 587+0.75a 3.93+0.44bc 1.53+0.18b 88.67 + 1.07ab
1000 547+0.40a 3.45+031bc 1.12+0.20b  89.96 +0.63a
2000 636 +0.44a 3.96+0.56bc 1.32+0.18b 88.36+ 0.96ab

5000 6.75+0.46a 595+048c 2.14+024b 85.16+0.89b

*  Her biri 20 larvanin 500 hiicredeki mitotik indeks yiizdelerinin ortalamalarini ve standart
hatalarin1 gdstermektedir.

Ayni siitunda ayn1 harfi (a-b) tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir
(P>0.05).
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Sekil 3.14. GA; uygulamasina bagli olarak konak larvasi apoptotik, nekrotik ve canli hiicre
oranlar1. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi.

3.4.4. Konak hemositlerinde enkapsiilasyon ve melanizasyon

G. mellonella son evre larvalarina enjekte edilen Sephadex A-25 boncuklari
giiclii bir enkapsitilasyon tepkisi ortaya ¢ikardi ve enjeksiyonu takiben 4 ve 24
saatlik donemlerde boncuklar etrafinda olusan kapsiillerin kalinhig1 farklilik
gosterdi. Bocek igerisinden ¢ikarilan boncuklar, Uckan ve ark. (2009) nin yaptigi
calismadaki gibi:

e Boncuk enkapsiile olmamis veya iizerinde birkag hemosit var ise
enkapsiile olmamus,

e Boncuk {izerinde 2-10 katman hemosit var ise zayif enkapiile olmus,

e Boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katmani var ise giigli

enkapsiile olmus olarak ii¢ farkli sekilde ele alind1 (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15.  G. mellonella son evre larvasinda 24 saat sonra (a) enkapsiile olmamis, (b) zayif
enkapsiile olmus (c) giiglii enkapsiile olmus Sephadex A-25 boncugu. Biiyiitme
400X.

Sephadex DEAE A-25 boncuklarinin  G. mellonella larvalarina
enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saat sonra larvalar stereo mikroskop altinda disekte
edilerek boncuklar c¢ikarildi ve PBS f{izerine alinarak incelendi. Yapilan
mikroskopik incelemeler sonucu Sephadex A-25 boncuklarinin G. mellonella
larvalarinin hemosit enkapsiilasyonu i¢in uygun hedef oldugu belirlendi. Farkli
GA; dozlarma (50-5000 ppm) bagli olarak larvalarda meydana gelen
enkapsiilasyon degisimlerin % oranlar1 ve degerleri 4 ve 24 saat’lik peryotlarda
belirlendi (Tablo 3.12 ve Sekil 3.16).

Tablo 3.12°de goriildiigii gibi herhangi bir isleme tabi tutulmamis kontrol
larvalarinda giiclii enkapsiile olan boncuklarin oranmi 4. saatte %15.72 iken, 24.
saatte ise bu oran %87.65’e yiikseldi. Farkli dozlarda GA; uygulanmis larvalarda
ise gliclii enkapsiilasyon durumunun ayni sekilde 24. saatte daha yiiksek oranda

oldugu belirlendi. Ug¢ yonlii ANOVA sonuglarina gére, farkli dozlarda (50-5000
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ppm) GAs’lin konak larval hemositlerindeki enkapsiilayon davranislarina etkisi,
enkapsiilasyon durumuna (P<0.05) ve zamana bagli olurken deney gruplariyla
(P>0.05) bagimli olmadig1 belirlendi. Deney gruplar1 ve zaman arasindaki iligki
de larval enkapsiilasyon durumu i¢in Onemli degilken (P>0.05), larval
enkapsiilasyon durumunun hem zamandan (P<0.05) hem de deney gruplarindan
(P<0.05) d6nemli oranda etkilendigi tespit edildi (Tablo 3.13).

GAj3’ilin belirlenen dozlarinin konak larvalarinda enkapsiile olmamis (EO)
boncuk sayilar1 kontrolle kiyaslandiginda (Tablo 3.12), 4. saatte doz artisina baglh
olarak enkapsiile olmamis boncuk sayisinin arttigi 6zellikle 1000, 2000, 5000
ppm’lik dozlarda 6nemli oranda artis gdsterdigi goriildi (F= 8.657; df= 7, 112;
P<0.05). 24. saatte ise EO sayis1 GAj3 dozlart ile kontrol arasinda anlamli
degisiklik gostermezken, dozlar arasinda 50 ppm’deki EO boncuk sayisi, 5000
ppm’de 6nemli oranda azaldi (F=3.116; df=7,112; P<0.05).

GA;3 uygulamasma baglh olarak konak son donem larvalarinda zayif
enkapsiile olmus (ZE) boncuk oranlar1 (Tablo 3.12) 4. saatte kontrole gore tiim
dozlarda 6nemli oranda azalirken, dozlar kendi arasinda degerlendirildiginde de
50 ve 100 ppm’lik deney gruplarinin ZE boncuk sayisinin diger dozlardan
farklilik gosterdigi belirlendi. Genel olarak doz artisina bagh olarak 4. saatte ZE
boncuk oraninda azalma oldugu goriildii (F=24.150; df=7, 112; P<0.05). ZE
boncuk sayis1 24. saatte ise, 4. saattekinin tam tersi olarak kontrole gore boncuk
sayist doz artisina bagli olarak Onemli oranda (500 ppm haricinde) artis
gosterirken en yiiksek ZE boncuk orani1 200 ppm’de goriildi (F= 26.905; df=7,
112; P<0.05).

Degisen dozlardaki GA3’lin konak larvalarinda giiclii enkapsiile olmus (GE)
boncuk indeksinde (Tablo 3.12) 4. saatte artis yoniinde etkili oldugu goriildii.
Ozellikle de bu durum kontrol grubu ile kiyaslandiginda 100 ppm’den itibaren
artisgtn -~ anlamli  oldugu  belirlendii. GA;  dozlart kendi  arasinda
degerlendirildiklerinde de en fazla G. E boncuk orani 200 ppm’de olurken, bu
durum doz artisina bagli olarak bir azalma gosterdi (F= 22.260; df=7, 112;
P<0.05). GE boncuk orani 24. saatte ise 50, 100 ve 200 ppm’de kontrole kiyasla
onemli oranda azalirken, 500ppm’de GE boncuk sayist kontrolden farklilik

gostermedi. Ancak, 500 pmm’den sonra boncuk sayisinda tekrar doz artigina bagh
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olarak kontrole kiyasla anlamli bir azalma gorildi (F= 28.998; df=7, 112;

P<0.05).
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Sekil 3.16. GA; uygulamasima bagli olarak G. mellonella larva evresinde enkapsiilasyon (%)

oranlar1 ve zamana bagli degisimleri.
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Tablo 3.12. Farkli GA; dozlarinin 4 ve 24 saatlik periyotlarda G. mellonella larval hemositlerinin enkapsiilasyon davraniglarina etkileri.

Dozlar Enkapsiilasyon durumu (% + SH ve # enkapsiile boncuk say1s1)#
Toplam Enkapsiille  Enkapsiile
GA % e e o 3es
3 Boncuk Olmamis Olmamis Zayf Zayf Giicli Giiclii

(PPm) 45 245 4s 24s 4s 24s 4s 24s
6.26 £0.79a 2.64+0.86ab 78.02+1.23a 9.71+0.83a 15.724+0.87a 87.65+1.03a

Kontrol 223 226 14 6 174 2 35 199
50 227 276 9.26+0.87ab  5.78+0.61la 71.27+1.21b  24.26+1.43b 19.47+0.92ab  69.96+1.48bc

21 13 162 55 44 158
100 226 225 12.37+£0.85bc  2.62+0.86ab 65.98+1.83bc  15.55+1.01cd  21.65+£1.33bc  81.83+1.11d

28 6 149 35 49 184
6.06+0.44a 4.37+£0.83ab 53.42+2.31d 31.92+1.61e 40.53+2.47d  63.71+1.91c¢

200 232235 14 10 124 72 94 143
500 »1 223 9.98+1.28ab  3.62+0.91ab 57.94+2.19d 10.87+1.76ac  32.08+2.74cde 85.51+£2.21ad

22 8 127 24 72 191
11.55£0.96bc 6.00+1.14ab 59.47+£1.22cd 30.26:1.41be  28.98+£0.64ef  63.74+1.71c

1000 224 218 26 13 133 66 65 139
11.73£1.29bc  4.93+0.80ab 58.05+1.84d 15.64+1.02cd 30.22+2.29c¢cdf 79.43+0.63d

2000 223 223 25 11 134 35 64 177
15.63£1.27¢  1.75£0.78b 58.96+1.46¢cd 22.78+2.85bde  25.40+0.84cf 75.47+2.80bd

5000 224 220 35 4 132 50 57 166

*  Farkli dozlarda GA; uygulanmis ve uygulanmamis larvalara 10 pl PBS iginde hazirlanan 15-17 Sephadex DEAE A-25 boncuklari enjekte edildi. Boncuklar

enjeksiyondan 4 ve 24 saat sonra larvalardan disekte edildi; EO: Enkapsiile olmamis, ZE: Zayif enkapsiilasyon, GE: Geg enkapsiilasyon.

* Ayn siitunda ayni harfi (a-f) tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).
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Tablo 3.13. Farkli deney gruplar1 (kontrol ve farkli dozlardaki GA; (50-5000 ppm), zaman,
enkapsiilasyon durumlari ve bunlarin birbileriyle iliskilerinin G. mellonella son
donem larvalarindaki enkapsiilasyon davranisina etkilerini gosteren ANOVA

tablosu
Kaynak df MS F P r
Deney Gruplan 7 0.06214 0.828 0.564
Zaman 1 0.201 26.798 0.000
Enkapsiilasyon 2 21637 2883328  0.000
Durumu
Deney Gruplari x 7 006355  0.847 0.549
Zaman
Zaman x
enkapsiilasyon 2 15.704 2092.666  0.000 | 0-941
durumu
Enkapsiilasyon 14 0.100 13884  0.000
durumu x deney grubu
Grup x zaman x
enkapsiilasyon 14 0.249 33.149 0.000
durumu
Hata 672  0.07504

Farkli  dozlardaki GAj’iin  konak hemositlerinde enkapsiilasyon
davraniglarina etkilerinin incelendigi mikroskobik c¢aligmalarda boncuklarda ve
cevresindeki melanizasyon durumlari da incelendi (Sekil 3.17 ve 18). Tablo
3.14’te de goriildigiu gibi, GAs uygulamasi yapilmayan kontrol gruplarinda 4.
saatteki melanizasyon oran1 % 54.29 olarak belirlenirken, bu durum 24. saatte
%77.87e yiikseldi (P<0.05). Ancak, 50-5000 ppm arasinda GAj; uygulamasi
yapilan deney gruplarinda bu durum goriilmedi. Deney gruplarindan, 50, 100, 200
ve 500 ppm’de 4. saate gore 24. saatte melanizasyon oraninda azalma oldu
(P<0.05), ancak diger dozlarda ise iki saat arasinda énemli farkliliklar goriilmedi
(P >0.05).

Konak son dénem G. mellonella larvalarinda boncuklarin melanize olma
durumlar1 GAj3 uygulamasina bagl olarak her iki zamanda da farkli yonde etkili
oldugu goriildii. 4. saatte melanizasyon oran1 kontrol grubuna gore

kiyaslandiginda GAj3’lin doz artisina bagl olarak 1000 ppm’e kadar once artis
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gosterdigi, 1000 ppm’den itibaren kontrol seviyesine gelerek, 5000 ppm’de
onemli oranda azalma gosterdigi belirlendi (F= 24.166; df=7, 112; P<0.05). 24.
saatte ise boncuklarin melanize olma oranlari, kontrole gore kiyaslandiginda 500
ppm haricinde 6nemli oranda azalma gdsterdi. Ancak dozlar arasindaki farkliliklar

dalgalanma gosterdi (F= 16.435; df=7, 112; P<0.05).

Sekil 3. 17. Sephadex DEAE A-25 boncuklarinin G.mellonella larvalarina enjeksiyonuna bagl
hemositlerde ve boncuklarinda melanizasyon. Biiyiitme 400X.

Tablo 3.14. Farkli GA; dozlarinin G. mellonella larval hemositlerinin Sephadex-A25
boncuklarinda melanizasyon durumuna (%) etkileri

GA; Melanizasyon (%)*
Dozlar1 (ppm)” 4. saat 24. saat
Kontrol 54.29+2.96 ax 77.87+1.62 ay
50 75.504+2.91 bex 55.36+2.61bcdy

100 78.54+3.09 bex 49.39+2.38 dy
200 73.78+2.43 bex 57.05+1.29 bedy
500 74.99+1.68 cx 68.66+4.20 acey
1000 55.04+ 2.63 ax 49.54+3.19 bdx
2000 64.16 +1.90abx 69.55+1.35 ex
5000 40.71+1.00 dx 56.28+2.18 bedx

" Her biri 15 larvamin melanizasyon yiizdelerinin ortalamalarini ve standart hatalarimi
gostermektedir.

Ayni siitunda (a-d) ve satirda (x-y) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsizdir (P>0.05).
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Sekil 3.18.

GA; uygulamasina bagli olarak G. mellonella larva evresinde melanizasyon (%)

oranlar1 ve zamana bagli degisimleri.
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4. TARTISMA, SONUC VE ONERI

Biyolojik kontrol ve ekolojik dengenin 6dnemli unsurlar1 olan Hymenoptera
takimina ait parazitoit tiirler, konaklar1 ile hem biyokimyasal hem de fizyolojik
iligkiler icerisindedir. Konak - parazitoit arasindaki biyolojik denge cesitli
abiyotik ve biyotik faktorlere baglh olarak degisime ugrar ise parazitoitin konak
tizerindeki baskinligi da degisecektir. [IPM programlarinin da ana unsuru olan,
ayn1 zamanda da biyolojik kontrol ajanlar1 olarak kullanilan parazitoit tiirlerin
populasyonlarinin ve etkinliklerinin arttirilmasi ise 6nemli bir husustur. Ancak
IPM programlarinda biyolojik ve kimyasal kontrol yontemlerinin siklikla birlikte
kullanilmas1 parazitoit tiirler iizerinde olumsuz etkileri olabilir mi sorusunu akla
getirmektedir. Ozellikle de tarimsal verimin ve zararlilara dayaniklihigm
arttirtlmasi i¢in bitki gelisim diizenleyicileri olarak bilinen kimyasallar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle BGD’lerin de konak-parazitoit iliskisinde
etkili olabilcek kimyasal faktorler icinde degerlendirilmeleri gerekmektedir.

BGD’lerin boceklerde genel olarak yumurta sayisi, gelismesi, esey orani,
glikojen seviyesindeki degisikliklere ve kromozom bozukluklarina neden oldugu
degisik caligmalarda gosterilmistir (Yesilada ve Bozcuk 1995; Kaya ve Yanikoglu
1999; Kaur ve Rup 2000; Harikesh ve Bhattacharya 2003; Kaur ve Rup 2003a;
2003b; Gupta 2009). Bazi1 BGD’lerin boceklerin gelisimi iizerinde hizlandiric
bazilarinin ise yavaslatict etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Goffelt ve Schults
1988; Onder ve Cinarli 1988). Yapilan bu calismalar, BGD’lerin, bdceklerin
yasamsal faaliyetlerini devam ettirilmesinde rol oynayan temel metabolitlerde
(karbohidrat, lipit, yag, aminoasitler gibi), hormonal ve immunolojik
mekanizmalarda potansiyel etkilerinin olduguna isaret etmektedirler. Sunulan bu
calismada ise, lilkemizde de 6nemli kullanim payina sahip BGD’lerden birisi olan
GA5’lin hem fitofag bocekler hem de dogal diismanlar tizerindeki biyokimyasal
ve fizyolojik etkilerinin degerlendirilmesi G. mellonella ve P. turionellae tiirleri
tizerinden yapildi.

Yiiksek organizasyonlu hayvanlarda oldugu gibi bocekler de metabolik
faaliyetlerin devam etmesi i¢in temel organik bilesikler olan karbohidrat, lipit,

proteinler ve inorganik bilesikler olan c¢esitli tuzlara ihtiya¢ duyarlar. Bu
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metabolitlerin bdcegin gelisimi siiresince hemolenfte ve yag dokuda sabit
kalmadig1 6zellikle de holometabol boceklerde metamorfoz siiresince degisiklik
gosterdikleri bilinmektedir. Enerji tiiketimi ve biiylimeyle ilgili mekanizmalara
baghh olarak glikojen, lipit, c¢esitli proteinler ve serbest aminoasitlerin
hemolenfteki miktarlari farklilik gostermektedir. Bu nedenle boceklerde fizyolojik
degisikliklere neden olacak her tiirlii biyotik ve abiyotik faktorler hemolenf
metabolitleriyle iliskili olabilir. Ozellikle de bdceklerin hemolenfi gelisimsel,
fizyolojik ve immunolojik faaliyetlerde 6nemli gorevleri olan ¢ok sayida protein
icermektedir. Bunlar genel olarak vitellogeninler, depo proteinleri veya major
hemolenf proteinleri, lipoproteinler, enzimler, hormonlar, antimikrobiyal peptitler,
patojenlerin enkapsiilasyonunda rol oynayan profenoloksidaz ve konagin humoral

savunma reaksiyonlar1 ile ilgili diger proteinlerdir (Riddiford ve Law 1983;

Wheeler ve Kawooya 1990, Barchuk ve ark. 2002; Lavine ve Strand 2002;

Kucharski ve Maleszka 2003; Haffman 2003; Lourenco 2005). Bunlarin yaninda

bazi proteinler hemolenfin fonksiyonlar iizerinde de oldukga etkilidirler (Park ve

ark. 2005). Hemolenfteki protein miktarinin, gelisim sirasinda, O6zellikle de
metamorfozdan dnce ya da metamorfoz sirasinda, beslenme doneminde besinin
kalitesine gore ve stres kosullar1 altinda biiyiik degisimler gosterdigi bilinmektedir

(Riddiford ve Law 1983; Denlinger 2002; Huang ve ark. 2007).

Calismamizda ise Diinya Saglhk Orgiitii (WHO 1990) tarafindan pestisitler
icinde degerlendirilen GA;’iin hem konak G. mellonella hem de parazitoit P.
turionella’nin larval hemolenf proteinleri lizeindeki etkileri ortaya konulmaya
calisildi. Elde edilen bulgulara goére G. mellonella nin hemolenf proteinlerinin
molekiiler agirliklar1 yaklasik 181.2-14.5 kDa arasinda degismektedir. Bu
proteinler elektroforetik dagilimlarina ve molekiiler agirliklarina gore daha dnce
yapilan ¢alismalarla karsilastirildiklarinda;

» 181.2 kDa’lik proteinin lipoforinlerden apolipoforin-I (ApoLp-I), 87.2
kDA’lik proteinin apolipoforin-II (ApoLp-II), 18.9 kDa olan proteinin
apolipoforin-III (ApoLp-III),

» 91.5 ve 65.6 kDA’lik proteinlerin depo proteinlerine veya larval major
hemolenf proteinlerine,

»  57.8 kDa’lik proteinin juvenil hormon esteraza,
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»  48.8 kDa’lik proteinin epidermis orjinli hemolenf proteinine (EOHP),

»  35.5, 348 ve 31.6 kDA’lik proteinlerin hemolenf ferritin proteinin alt
uinitelerine,

»  32.4 kDa’lik proteinin juvenil hormon baglayici proteine (JHBP),

»  14.5 kDA’lik proteinin lizozim aktivitesi gosteren peptitlere ait olabilecegi
diistiniilmektedir (Ozyhar ve Kochman 1987; Martinez ve Wheeler 1993;
Beintema ve ark. 1994; Haunerland 1996; Limura ve ark. 1998; Keane ve
Ryan 1999; Ziegler ve ark. 1999; Godlewski ve ark. 2000; Lee ve ark. 2000;
Kim ve ark. 2002; Lee 2003; Abul ve ark. 2004; Joe ve Yun 2004; Park ve
ark. 2005; Huang ve ark. 2007).

Farkli dozlardaki (50-5000 ppm) GAj; uygulamasina bagli olarak bazi
hemolenf proteinlerinin konsantrasyonlarinda 6nemli degisiklikler tespit edildi.
Bu proteinlerden 91.5, 57.8, 53.4, 35.5, 34.8 ve 31.6 kDa agirliginda olan
proteinlerin miktar1 GAs dozlarmma gore degismekle birlikte genel olarak artis
gostermektedir. Ferritin proteinin alt {initelerine ait olabilecegi diisiiniilen 35.5,
34.8 ve 31.6 kDa’lik proteinlerin 6zellikle 200 ppm’de artis gdstermesinin nedeni
GAj’iin diisiik dozlarda konagin hiicresel demir hemostasisi lizerinde etkili olmus
ve emilimi arttirmis olabilir. Demir depolayan protein olarak da bilinen ferritin,
boceklerde hemolenfte, yag dokuda ve orta bagirsakda bulunmaktadir. Bulundugu
yere goOre de alt initeleri degisiklik gostermektedir. Ferritin, serbest demir
iyonlarim1 baglayarak demirin toksik etkilerini ortadan kaldirir. Ciinkii, proteine
bagli olmayan demir iyonlar1 serbest radikal olusumuna neden olarak lipit
peroksidasyonunu saglamaktadir (Kim ve ark. 2002).

Konak son doénem larval hemolenfinde Juvenil hormon baglayici proteini
(JHBP, 32.4 kDA) olabilecegi varsayilan proteinin miktarinin GA;
uygulamasindan etkilenmedigi goriiliirken, juvenil hormon esteraz (JHE, 57.8
kDA) olabilecek proteinin miktarinin doz artigina bagl olarak hem kontrole gore
hem de dozlar arasinda artis gosterdigi calismamizda belirlendi. JHBP ve JHE
proteinleri bdceklerin biiylime, gelisme ve iireme mekanizmalarini diizenleyen
juvenil hormonun hemolenfteki seviyesini belirleyen proteinlerdir. Manduca sexta
larvalarmin hemolenf proteinlerinden JHBP ile yapilan bir calismaya gore, bu

hormonun {i¢ alt {initeden olustugu ve larval gelisim siliresince hemolenfteki
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juvenil hormonun hedef hiicrelere taginmasinda gorev aldigi bildirilmistir. Bu
proteinin lepidopter larvalarinda diisiik molekiiler agirlikli olduklar1 ve 6zellikle
de M. sexta’nin hemolenfinde 31 kDa agirliginda oldugu belirlenmistir (Orth ve
ark. 2003). Dogal juvenil hormonlar stabil degildir ve bunlar bdceklerin
hemolenfinde bulunan esterazlarin etkisi ile kolaylikla bozulabilmektedir. Bu
nedenle corpora allata’dan hemolenfe sentezlenen JH hemen JHBP ile kompleks
olusturarak dayanikli hale getirilir ve esterazlarin olumsuz etkisinden korunurlar
(Ozhyar ve Kochman 1987). JHE, boceklerde zehirli maddelerin
detoksifikasyonunda da rol olan karboksilesteraz enzimlerine ait ailenin bir
tiyesidir (Kamita ve ark. 2003). Bircok bdcegin larva ve erginlerinin dokularinda
ve hemolefinde tanimlanmig olan JHE, jiivenil hormonunu (JH) parcalayan
katabolik bir enzimdir. JH sentezini ve JH-reseptdr interaksiyonlarini bloke
etmekte etkilidir. JHE, Lepidoptera takimina ait tiirlerde juvenil hormonun
hemolenfteki seviyesini diizenleyerek, metamorfozu ve gelisimi kontrol eder
(Kamita ve ark. 2003). Holometabol bdceklerde larval donemin sonlandirilmasi
ve pupal doneme ge¢isin saglanmasi iki temel hormon olan juvenil ve ecdysteroid
hormon tarafindan saglanmaktadir. Son evreye ulasan larva hemolenfindeki JH
seviyesi JHE tarafindan azaltilarak, hemolenfteki ecdysteroidlerin seviyesi
yiikseltilir. Boylece larval donemden pupal doneme gegis saglanir (Goodman
1983). Bu bilgilerin dogrultusunda, JHE olabilecegi diisiiniilen 57.8 kDa’lik
proteinin miktarinin GAs uygulamasina bagl olarak artig gostermesinin nedeninin,
GAs’lUn larval hemolenfteki JHE sentezlenmesini artirarak JH seviyesinin
baskilanmasindan kaynaklanmis olabilir (De-Kort ve Granger 1981; Ozhyar ve
Kochman 1987; Orth ve ark. 2003; Kamita ve ark. 2003). Uckan ve ark. (yayina
gonderildi)’nin 50-5000 ppm doz araligindaki GAj3’iin Galleria mellonella’nin
larval  doneminin  siliresini  kisalttigin1  belirlemeleri de  diislincemizi
desteklemektedir. Bu nedenle, terpenoid bir bilesik olan ve kimyasal yapisi
juvenil hormona benzerlik gosteren GAs’lin boceklerde besinle dogrudan alinarak
viicutta metabolize edilmeleri sirasinda, juvenil hormon fiizerinde etkili olan
esterazlar ve hidrolazlar ilizerinde etkili olabilicegini diisiinmekteyiz.

GA;3; uygulamasma bagli konak G. mellonella’nin larval hemolenf

proteinlerinin genel olarak artis gdstermis olmasi da, GAs’lin bitkilerdeki gibi
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boceklerde de larval gelisimi hizlandirdigina isaret etmektedir. Daha 6nce yapilan
bazi ¢alismalarda da GAj’iin ¢esitli boceklerde larval yasam siiresinin, toplam
verim ve ergin hayat uzunlugunun azaldig:i tespit edilmistir (Harikesh ve
Bhattacharya 2003; Kaur ve Rup 2003b; Ugkan ve ark. basilmadi). G. mellonella
tizerinde yapilan bir ¢alismada 50-5000 ppm arasindaki dozlarda uygulanan
GAs’lUn G. mellonella’nin toplam hemolenf proteinlerini artirdigi belirlenmistir
(Ugkan ve ark. basilmadi). Bir diger ¢alismada ise, GAs’lin farelerde guanilat
siklaz aktivitesini artirdigi belirlenmistir. Guanilat siklaz aktivitesinde meydana
gelen artis sonucunda da, RNA ve protein sentezinde artis meydana geldigi igin
hayvanlarda da gelisimin hizlandig1 bildirilmistir (Vesely ve ark. 1985). Aym
zamanda hemolenf proteinlerinin ksenobiyotikler olarak degerlendirilen, cesitli
toksik bilesiklerden etkilendikleri de degisik caligmalarda gosterilmistir (Nath ve
ark., 1997; Sak ve ark., 2006). Bu calismalardan bazilarinda 6zellikle pestisit
toksititesine bagl olarak hemolenfdeki ve yag dokudaki total protein miktarinin
azaldig1, serbest amino asit konsantrasyonun ve proteaz aktivitesinin ise artarak
oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina neden oldugu belirlenmistir (Nath ve ark., 1997;
Sak ve ark., 2006). Bazi aragtircilar ise insektisitlerin detoksifikasyonunda ihtiyag
duyulan proteinazlarin sentezi ve enerji kaynagi amaciyla protein sentezinin
arttigint bildirmektedirler (Wilkinson 1976; Shakoori ve Saleem 1989; Shakoori
ve ark. 1993). Wilkinson (1976), larval hemolenfinden, yag dokudan ve diger
dokulardan yeni proteinlerin sentezlenmesinin protein miktarinin artmasina neden
oldugunu ve bu durumu bir c¢esit detoksifikasyon mekanizmasit olarak
degerlendirmistir. ~ Detoksifikasyonla  iliskili ~ mikrozomal  enzimlerin
sentezlenmesinin de, protein sentezinin artigina bagli oldugunu vurgulamistir. G.
mellonella’nin larval hemolenfi ile ilgili bazi toksikolojik ¢alismalarda da, larvalar
degisik fungus tiirleri ile enfekte edildiginde, larvalara bir insektisit olan
deltamethrin uygulandiginda ve kiitikulaya mekanik zarar verildiginde hemolenfte
hem toplam hem de farkli esteraz aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir (Serebrov ve
ark. 2001). Biitlin bu ¢aligsmalar, yaptigimiz ¢alismadaki hemolenf proteinlerinin
neden artig gosterdigini agiklamakta ve sonuglarimizi desteklemektedir.
Lepidopter larvalarinin hemolenflerinde genellikle en biiyiik protein bantlari

60-90 kDa arasinda bulunan c¢esitli proteinlerdir (Beintema ve ark. 1994). Bu
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calismada da en biiylik protein bandi 65.6 kDa agirliginda ve ayni proteinin iki alt
tiniteden olusan depo proteinlere ait oldugu varsayilmaktadir. Holometabol
boceklerin gelisim donemlerinde larval donemin plazma proteinleri, bagkalagimin
devam edebilmesi icin olduk¢a Onemlidir. Hemolenf proteinlerinin biiylik bir
boliimii 6zellikle de depo proteinleri, bocegin larval gelisimi sirasinda yag doku
tarafindan sentezlenirler ve hemolenfe salinirlar. Bocegin gelisiminin devam
etmesi ile birlikte, bu proteinler pupal donemde yag doku icerisinde protein
graniilleri seklinde ¢okerler. Daha sonra da ergin gelisiminde gerekli olan amino
asit kaynaklarin1 saglayabilmek i¢in proteolitik olarak amino asitlerine
parcalanirlar (Levenbook 1985; Telfer ve Kunkel 1991, Wheeler ve Martinez
1995). Bu proteinler son larval evrenin beslenme fazi boyunca hemolenfte bol
miktarda bulunmaktadirlar (Levenbook 1985). Bu proteinin yiiksek GA;
dozlarinda azalmasi da larval donemin hormonal aktivitesinin degistiginin, pupal
doneme gecisin hizlandigimin ve larval gelisim iizerinde toksikolojik etki
gosterdiginin bir diger kanitidir.

Tim hayvanlarin kan ya da hemolenf gibi viicut sivilarindaki lipitlerin
tasinmasinda ve lipit metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynayan proteinler
“lipoproteinler” olarak bilinmektedir. Calisilan bir¢ok  bocek tiirliniin
hemolenfinde benzer tiplerde lipoproteinler bulunmustur. Bu hemolenf proteinleri
genel olarak “lipoforinler” seklinde isimlendirilmektedirler (Soulages ve Wells
1994; Ryan ve Van der Horst 2000). Bu proteinler boceklerin hemolenfindeki
dogal hidrofobik bilesiklerin ve ksenobiyotiklerin taginmasinda c¢ok Onemli
fonksiyonlar tistlenirler (Shapiro ve ark. 1984). Lipoforinler iki apoprotein igeren
bir proteinden ve yaklasik %40-50’lik bir boliimii de lipitten olugmaktadir.
Apoproteinler boceklerde genel olarak Apolipoforin-I (ApoLp-I) yaklasik 240
kDa ve Apolipoforin-II (ApoLp II) ise yaklasik 80 kDa agirligindadir. Bu iki
kompleksten meydana gelen lipoforinler yiiksek yogunluklu lipoforinlerdir
(HDLp). HDLp’ler lipitlerle yiiklendikleri zaman diisiik yogunluklu forma
(LDLp) dontisiirler. Lipforinler yag dokudan lipit alimmini baslatarak, lipit
ihtiyaci olan diger dokulara lipitleri tasirlar. Lipitlerini birakan lipoforinler ise yag
dokuya tekrar HDLp’ler formunda gelmektedirler. Ayrica lipoforilerin lipit tasima

kapasitesini artiran  {iglincli  bir Apoproteinde bdceklerin  hemolenfinde
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belirlenmistir (Kanost ve ark. 1995; Weise ve ark. 1998; Nakahara ve ark. 2002).
Apolipoforin-IIT (ApoLp-III) olarak isimlendirilen bu protein, ozellikle de larval
donemde beslenme yetersizliginin oldugu durumlarda hemolenfte yiiksek
miktarda bulunmaktadir. Boylece biiyiik miktarda lipit tasmimina ihtiyag
oldugunda, iki alt tiniteden olusan lipoforinler yaklasik 20 kDa agirligindaki
ApoLp-III’le birlesirler ve lipit tasinimini artirirlar. G. mellonella’nin hemolenf
proteinlerinden Apoliforin-III proteininin analiz edildigi bir calismada, bu
proteinin  18.1 kDa agirhiginda oldugu tespit edilerek bdcegin lipit
metabolizmasinda 6nemli gorevler iistlendigi iizerinde durulmustur (Weise ve ark.
1998; Weers ve Ryan 2006). Bu ¢alismada ise ApoLp-III oldugu diisiiniilen 18.2
kDa’lik proteinin, uygulanan GAj; dozlarindan 6nemli oranda etkilendigi ve
hemolenfteki miktarinin artis gosterdigi belirlendi. Bu durum GAj3’lin yag
dokudaki protein sentezini etkiledigini ve Ozellikle larvalarda lipit ihtiyacinin
dolayisiyla enerji ihtiyacinin arttigini gostermektedir. GA; uygulamasina bagl
olarak Z. paravittiger larvalarindaki glikojen iceriginin 6nemli oranda azaldigi
(Rup ve ark. 1998), Bactocera cucurbitae ile yapilan bir diger calismada ise
benzer dozlardaki GA;’iin total lipit ve total karbonhidrat seviyesinde azalmaya
neden oldugu belirtilmistir (Kaur ve Rup, 2003a; 2003b). Bu ¢alismalarda
hemolenfteki 18.1 kDa’lik proteinin artisinin lipit metabolizmasiyla alakali
olabilecegi hakkindaki diisiincemizi desteklemektedirler.

Bu c¢alisma, GAj’ln fitofag boceklerin besinlerinde artan dozlarda
alinmasiyla 6zellikle aktif beslenme peryodu olan larval dénemlerinin hormonal
ve lipit metabolizmasin1 etkileyebilecegine isaret etmektedir. Ayrica, GAjz’e
konaklar1 vasitasiyla maruz kalan parazitoitlerde de benzer etkilere neden olup
olmadig1 arastirildi. Bu amagla P. turionellae’nin son evre larval hemolenf
proteinleri analiz edildi. Calisma sonucunda P. turionellae’nin son evre larval
hemolenfinde 252.6 — 20.5 kDa araligindaki molekiiler agirlikta proteinler
belirlendi. Literatiirde, P. turionellae’nin hemolenf proteinlerinin izolasyonu ve
karakterizasyonu {izerine bir calisma bulunmamaktadir. Bunun yaninda, ayni
tiirin hemolenf proteinleri ilk kez bu c¢alismada analiz edilmistir. GAj3’iin
belirlenen dozlarina konaklar1 vasitasiyla maruz kalan larvalarin hemolenf

proteinlerinde degisiklik gosteren proteinlerin ¢ogunun (252.6, 207.9, 59.5, 43.0

106



@) ANADOLU UNIVERSITESI

kDa) dozlara bagli olmakla birlikte miktarlar1 artis gosterdi. Bu proteinlerin hem
elektroforetik dagilimlari hem de diger boceklerde yapilan ¢alismalar géz 6niinde
bulunduruldugunda Apolipoforin-I, Apolipoforin-II, hekzamerinlere ve juvenil
hormon estaraza ait olma olasiliklar1 vardir. 252.6 kDa’lik olan proteinin tim
dozlarda yiiksek konsantrasyonda bulunmasi larval gelisim sirasinda yag dokuda
lipit sentezinin etkilendiginin ve dokularda lipit ihtiyacinin artmis olabilecegini
gostermektedir. Ancak Apo-III olabilecegi diisiiniilen 20.5 kDa’lik proteinin
miktarinda degisiklik olmamasi parazitoitin enerji ihtiyacinin konak kadar yiiksek
olmadigint gdstermektedir. Yapilan bir ¢alismada P. turionellae yumurtalarinin
2,4-diklorofenoksiasetik asit ve maleik hidrazin c¢ozeltileri igerisine alinmasi
sonucu embriyonik gelisim sirasinda yumurta ve 30 saat sonra ilk larvalarin
glikojen degerlerinin onemli 6lgiide azaldig1 tespit edilmistir (Ozkan ve
Yanikoglu 1999). Ayni hormonlarin, Akdeniz meyve sinegi, C. capitata’nin
larvalarinda da yiiksek enerji ihtiyaci olusturmasi nedeniyle glikojen miktarlarinin
cok diisiik oldugu, bunun nedeni ise glikogenoliz ve trehalaz enzimlerinin
aktivitesi ile ilgili olarak degerlendirilmistir (Kaya ve Yanikoglu 1999; Nestel ve
ark. 2003). Bu ¢alismalarda da verildigi gibi metamorfozun baglangicinda enerji
kaynagi1 olarak oncelikle hemolenf sekerleri kullanilmakta ve GAj3 gibi canlida
enerji ihtiyacini artiracak kimyasallara bagli olarak lipit kullaniminin da artacagi
seklinde degerlendirilmelidir. Lipit kullanimindaki artis ise lipitlerin taginmasinda
rol oynayan proteinlerin sentezini de degistirecegini gostermektedir.

Konak hemolenfinde oldugu gibi parazitoit larval hemolenfinde de juvenil
hormon esteraz (Kamita ve ark. 2003) oldugu diisiiniilen 59.5 kDa’lik proteinin
miktar1 diisiik dozlardaki GA; uygulanmasina bagl olarak yiikseldi. Fakat juvenil
hormon baglayan protein (Ozhyar ve Kochman 1987; Orth ve ark. 2003)
olabilecegi diisiiniilen 31.6 kDa’lik proteinin hemolenfteki miktar1 da doz artisina
bagl olarak azaldi. Her iki proteinde meydana gelen bu antogonistik degisim
GAj3’iin konakta oldugu gibi 6zellikle de diisiik dozlarda parazitoitin juvenil
hormon diizelenmesindeki mekanizmalari etkileyebilecegini gostermektedir. JH
tizerindeki bu degisim ise BGD’lerin parazitoit canlilarin gelisme ve verimi

tizerinde degisik yonlerde etkili olacagini agiklamaktadir.
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Bocek hemolenfinin diger hayvanlardan farkli olan en 6nemli biyokimyasal
Ozelliklerinden birisi de yiiksek konsantrasyonda serbest aminoasit igermesidir.
Hemolenfteki aminoasitler ozmoregiilasyonun diizenlenmesinde, proteinlerin ve
peptit hormonlarin sentezlenmesinde ©onemli rol oynamaktadirlar. Serbest
aminoasitlerin hemolenfteki konsantrasyonlarinin besin kalitesine, biyolojik
doneme, viicuttaki toksik bilesiklerin veya yabanci organizmalarin varligina gore
degisiklik gosterdikleri daha Once yapilan cesitli ¢alismalarda belirlenmistir
(Aboul-ela ve ark. 1991; Hanzal ve Jegorov 1991; Nath ve ark. 1997). Bu
calismalardan bazilarinda boceklerde fizyolojik strese neden olan fiziksel ve
kimyasal faktorlere karst oksidatif stresin meydana gelmesi sonucunda
hemolenfteki amino asit miktarinin arttig1 bildirilmistir (Aboul-ela ve ark. 1991;
Hanzal ve Jegorov 1991; Nath ve ark. 1997). Bu ¢aligmada ise hem konak hem de
parazitoitin larval hemolenfindeki serbest aminoasitler analiz edildi ve bazi
aminoasitlerin konsantrasyonlarinin uygulanan GAj3; dozlarma gore farkh
degisimler gosterdikleri belirlendi.

Konak G. mellonella son donem larval hemolenfinde uyguladigimiz
yonteme ve standartlara bagli olarak 18 farkli serbest aminoasit tanimlandi.
Standartlarda bulunan aspartik asit ve sistein aminoasitleri hemolenfte
belirlenemezken,  bir  aminoasitte  kullandigimiz ~ standartlar  icinde
bulunmadigindan tanimlanamadi. Parazitoit P. turionellae son donem larval
hemolenfinde ise sistein haricinde 19 serbest aminoasit belirlendi. Parazitoitin
hemolenf serbest aminoasitleri ilk defa bu calismada analiz edildi. Her iki tiiriin
de hemolenfinde sistein aminoasitlerinin belirlenmemesi, sisteinin hizli okside
olmasindan ve sisteik asit formlarinda diger belisiklerle reaksiyona girmesinden
kaynaklanmaktadir (Gonzalez-Castro ve ark. 1997).

G. mellonella’nin larval hemolenf serbest aminoasitlerinin o-fialdehit
(OPA)-1-tiyo-B-D-glukoz tiirevledirme ajani kullanilarak analiz edildigi bir
calismada hemolenfte glutamik asit, serin, asparajin, glutamin, treonin, glisin,
histidin, alanin, arjinin, gamaaminobiitirikasit (GABA), valin, fenilalanin, 16sin ve
lizin aminoasitleri olarak 14 primer aminoasit belirlenmistir. Ayni g¢alismada
arastiricilar glutamin (%30.6), alanin (%23.8), GABA (%7.3) ve glisin (%6)

aminoasitlerinin hemolenfte digerlerine gore baskin olduklarini ve bulunan primer
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aminoasitlerin %67.7’sini bu aminoasitlerin olusturdugunu belirtmislerdir (Hanzal
ve Jegorov 1991). Bu calismada ise kontrol larvalarinin hemolenfinde Prolin
(%37.4), Glutamin (%14.4), Arjinin (%8.5), Alanin (%6.4) ve bilinmeyen bir
aminoasit (%6.6) baskin olarak belirlendi. Daha ©nce yapilan calismayla
sonuglarimiz  karsilastirildiginda baskin aminoasitlerin  benzerlik gosterdigi
goriilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda tanimlanmayan aminoasitin GABA’ya
ait olma olasilig1 ytiksektir.

Konak hemolenf serbest aminoasitlerinin kantitatif analizi sonuglarina gore,
histidin, alanin ve metionin’in yiiksek GA; dozlarindan etkilendikleri ve
hemolenfteki miktarlarinin arttig1 tespit edildi. Ozellikle bu aminoasitlerden
alaninin miktarr, 500, 1000 ve 2000 ppm’lik GAj3 dozlarmin uygulandigi
gruplarda kontrole gore yaklasik iki kati oranda artig gosterirken, 5000 ppm’de de
artisin devam ederek yaklagik iic katina ¢iktigi goriildi. Bu aminoasitlerin
hemolenfteki seviyesinin yiikselmesi larval hemolenfteki depo proteinlerinin
yiiksek dozlarda azalmasiyla ve oksidatif strese bagl olarak ortaya c¢ikan enerji
ihitiyaciyla iliskili olabilir. Yag dokuda sentezlenen ve larval serum proteinleri
olarak da bilinen bu proteinlerin hemolenfteki miktarinin azalmasi ve alanin gibi
primer aminoasit seviyesinin yiikselmesi ise GA3’lin de 6zellikle yiiksek dozlarda
(500-5000 ppm) insektisitler gibi benzer etkilere neden olabilecegini
gostermektedir. Insektisitlerle ilgili yapilan cesitli calismalarda da, insektisitlerin
bocekler iizerindeki toksik etkilerinin oksidatif stresle iligkili oldugu
gosterilmistir. Bu caligmalarda insektisidal stres kosullarinda boceklerin yag doku
proteinlerinin kilit rol oynadig1 ve pestisit toksititesine bagl olarak hemolenfdeki
serbest aminoasit konsantrasyonun ve proteaz aktivitesinin arttig1 belirlenmistir
(Harper ve ark. 1979; Nath ve ark. 1997; Sak ve ark. 2006). Arastiricilar,
insektisidal aktivite sonucunda dokulardaki protein katabolizmasinin artmasini
fizyolojik bir mekanizma olarak ortaya c¢iktigim1 ve bu kosullarda onarim
mekanizmalarimin ~ 6nemli  rol  oynadigim1  vurgulamislardir.  Onarim
mekanizmalarinda enerji agiginin ortaya ¢ikmasi nedeniyle de aminoasitler krebs
dongiisiinde gerekli olan ara friinler i¢in keto asitlere doniistiiriilerek
kullanilmaktadirlar (Rambabu ve Rao 1994; Sancho ve ark. 1998; Sak ve ark.

2006). Calismamizda elde edilen énemli verilerden bir digeri ise prolin, lizin ve
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fenil alanin aminoasitlerinin miktarlarinin 6zellikle de yiiksek GAj; dozlar
uygulanan gruplarda azalmalaridir. Bu aminoasitlerden prolinin’in gosterdigi
degisimin ayn1 GAs dozlarinda alaninle zit bir iliski gostermesi de 6nemli bir
bulgudur. Prolinin doza bagli azalmasi oldukc¢a belirgin olup 5000 ppm’de %76
oraninda kontrole gore azalma gosterdi. Genel olarak bocek hemolenfinde yiiksek
seviyede bulunan prolinin enerji metabolizmasinda énemli gorevleri vardir. Diger
aminoasitlere gore oksidatif yikimi ¢ok yiiksek oldugu i¢in metabolik
faaliyetlerde, prolin dehidrogenaz enzimi aracilifiyla glutamatik aside okside
edilerek krebs dongiisiine katilir. Boylece prolin araciligiyla daha yiiksek miktarda
ATP fdretilerek glukoz ya da lipit metabolizmasi diizenlenmektedir. Ayrica
prolinin oksidasyonu sirasinda olusan ara {riinlerden birisi de Alanin
aminoasididir (Nation 2002). Bazi calismalarda da enerji ihtiyacinin arttigi
durumlarda hemolenfteki serbest prolin miktarinin azalirken, alanin miktarinin
arttig1 belirlenmistir. Jabbar ve Strang (1985)’1n yaptig1 calismada da, ¢ekirge ve
hamambdceklerinde kimyasal ve fiziksel stres durumlarinda hemolenf ve sinir
dokuda meydana gelen kimyasal degisiklikleri arastirmislardir. Calismada, ergin
boceklere degisik insektisitler siringa edilerek kimyasal stres ve 8-24 saat
ylriimeye zorlanarak fiziksel stres uygulanmistir. Stres sonucu hem hemolenf
hem de sinir dokuda, incelenen amino bilesiklerinden taurin miktarinin iki katina
ciktigl, prolin konsantrasyonunun ise Onemli oranda azaldigi, diger
aminoasitlerdeki artis oraninin ise istatistiksel olarak Onemli olmadigi
belirlenmigtir. Ayrica, boceklerden izole edilen sinirler {izerinde yapilan
elektrofizyolojik deneyler ile taurinin normal aktiviteleri inhibe ettigi ve in vivoda
bu etkinin konsantrasyona bagl olarak degistigi tespit edilmistir (Jabbar ve Strang
1985). Daha Once yapilan bu ¢alismalar hemolenf serbest aminoasitlerinin artmasi
ve azalmasi lizerindeki yorumlarimizi desteklemektedir. Kisacasi, GA3’lin yiiksek
dozlarda konakta oksidatif strese neden olarak lipit peroksidasyonunu
arttirabilecegi ve cesitli ksenobiyotikler gibi serbest radikal olusumuna neden
olarak enerji ihtiyacin1 artirmis olabilecegini dngdrmekteyiz. Bu nedenle GAj3’lin
antioksidan enzimler {izerinde etkisinin olup olmadiginin belirlenmesine iliskin

calismalarin yapilmasi gerektigini 6nermekteyiz.
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Parazitoit P. turionellae’nin larval hemolenf serbest aminoasit i¢eriginde
prolin (%45.7), arginin (%12.1) ve histidinin (%9.1) diger aminoasitlere gore
yiiksek seviyede bulundugu kantitatif analizler sonucu goriilmektdir (Tablo 3.6).
Celik (1984), yaptig1 calismada P. turionellae’nin larvalarinin ergin evreye kadar
biiylime ve gelismesinde ihtiya¢ duyduklari aminoasitleri belirlemistir. Calismada
arjinin, histidin, izoldsin, 16sin, metionin, fenilalanin, triptofan, treonin ve valinin
temel aminoasitler oldugu, bu aminoasitlerin besinle alinmadigr takdirde
larvalarin birnci evrede kaldiklar1 tespit edilmistir. Bu aminoasitler birgok bocek
tiiriinde ve birkag¢ parazitoit tiirlinde de esansiyel (zorunlu) aminoasitlerdir (Celik
1984). Farkli dozlardaki (50-5000 ppm) GAj’iin konak besinine verilmesi
nedeniyle, GAs’e maruz kalan P. turionellae larvalarinin hemolenf serbest
aminoasitlerinden metionin, izolosin, lizin, serin (Asparajin), glisin, histidin,
arjinin, alanin, triozin ve valinin miktarlar1 genel olarak artarken, aspartik asit ve
fenil alaninin miktar1 azaldi. Degisim gosteren aminoasitlerde de glisin, glutamin
ve histidinin doz artisindan 6dnemli oranda etkilendikleri ve 6zellikle 200 ppm’lik
GA5’ln proteinlerde de oldugu gibi artirict yonde etkisi olmaktadir. Bu
aminoasitlerde prolin gibi enerji ihtiyact durumunda, krebs dongiisiindeki asetil
koenzim-A (glisin, serin — piirivat — asetil-CoA) ve glutamik asit (arjinin,
histidin, glutamin, histidin — glutamat — a-ketoglutarat) gibi ara {irlinlerin
olusturulmasinda kullanilarak oksidatif mekanizmalarda yer almaktadirlar
(Consoli ve Vinson 2004). Bu durum hem konak hemde parazitoitin larval evresi
siirecinde GAj3’iin diisiik dozlarda biyolojik aktiviteyi degistirmedigini ancak
dozlardaki yiikselmenin detoksifikasyon enzimlerinin ve ¢esitli diizenleyici
proteinlerin aktivitesini artirarak, metabolik faaliyetleri de hizlandirabilecegini
gostermektedir.

Cevresel kirlenmeye neden olan degisik maddelerin omurgasiz canlilarda
hemositler ve diger doku hiicreleri iizerindeki etkileri bazi ¢aligmalarda
arastirilmistir (Pech ve Strand 2000; Lastra ve ark. 2001; Sewify ve Hashem
2001; Yamashita ve Iwabuchi 2001; Le ve ark. 2003; Teramoto ve Tanaka 2004;
Suzuki ve Tanaka, 2006). Bocek hemositleri ile ilgili ¢galismalarin ¢ogunda aglik,
enfeksiyon ve yaralanma gibi durumlarda hemosit miktarindaki degisikler (Gupta

1985; Sewify ve Hashem 2001; Lastra ve ark. 2001), mitoz bdliinme, hemositlerin
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farklilasmas1 (Yamashita ve Iwabuchi 2001), gelisimin farkli evrelerinde mitoz
boliinme geciren hemosit sayilar1 (Jones ve Liu 1968) ve hemosit fonksiyonlari
sirasinda goriilen apoptozis olayr (Pech ve Strand 2000; Le ve ark. 2003)
arastirilmistir.  Ancak GA; gibi BGD’lerle ilgili bir calisma literatiirde
bulunmamaktadir. Bu eksikligin bu ¢alisma ve daha sonra yapilacak ¢aligsmalar ile
desteklenecegi kanisindayiz.

Hiicresel bagisiklik tepkilerinin ortaya ¢ikmasinda gorev alan hemositlerin
yapilarinda ve fonksiyonlarinda GAj3’lin etkilerinin belirlendigi bu g¢aligmada,
oncelikli olarak konak G. mellonella’nin son evre larval donem hemosit tipleri
belirlendi. Bu amagla hazirlanan preparatlarin mikroskobik incelemesi sonucunda
G. mellonella larva hemolenfindeki hemosit tipleri prohemositler, plazmatositler,
graniilositler, siferiilositler ve onositoidler olarak goriildii. Er ve ark. (2010)’nin
calismalarinda da G. mellonella’da ayn1 hemosit tiplerinin bulunmasi ¢alismamizi
desteklemektedir.

(Calismamizda, konak larval toplam hemosit sayisinin diisiik GA; dozlarinda
(50 — 500 ppm) 6nemli oranda artis gosterdigi, yiiksek dozlarda ise (1000 — 5000
ppm) degisiklik gostermedigi goriilmiistiir. Lepidoptera’ya ait bazi tiirlerle yapilan
caligmalarda da hemolenfteki hemosit sayisinin yaralanma, bakteriyal, fungal,
viral enfeksiyon ve cesitli stres kosullarina karsi da benzer degisiklik gosterdikleri
belirlenmistir (Ratcliffe ve ark. 1985; Norayanan 2004; Mowlds ve ark. 2008;
Phukan ve ark. 2008; AbdEl-Aziz ve Awad 2010; Kim ve Kim 2010). Ornegin,
Kiuchi ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 ¢alismada bir stres faktorii olan sicaklik
artisgtna baglt olarak Once hemosit sayist artarken, sicaklik uygulanan siire
uzadikga hemosit sayisinin azaldigi gorilmistiir. Arastiricilar bu durumun
nedenlerini  hiicre donglistiniin  durdurulmasindan  kaynaklandig1  seklinde
aciklamislardir. G. mellonella larvalan enfeksiyonla ve fiziksel strese neden
olabilecek faktorlerle oldugu gibi (Mowlds ve ark. 2008) GAs’lin giderek artan
dozlariyla basa c¢ikabilmek igin Once yeni hemositlerin sentezlenerek immiin
savunmanin artirildiginin ancak, stres kosullarinin devam etmesine bagli olarak
onarim mekanizmalarimin da etkilenmesinden dolayi, bir siire sonra larval

savunmanin zayiflayabileceginin kanisinday1z.
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Lepidoptera’da dolasimdaki hemositler hematopoietik organdan salinmakta
diger yandan da hali hazirda dolasimdaki hemositlerin mitoz bdoliinmesi ile
saglanmaktadir (Gardiner 2000; Huang ve ark. 2009). Kontrol gruplarimizdan
elde ettigimiz sonuclar (%1.15) G. mellonella, B. mori ve E. declarata (Shapiro
1968; Jones 1970; Arnold ve Hinks 1976; Beaulaton 1979) tiirlerinde normal
olarak dolagimdaki hemositlerin yaklasik %1-8’inin mitotik fazda oldugu bulgusu
ile uyum igerisindedir. Boceklerde hiicre bdliinmesi bdcegin gelisim evresine
baglidir ve 20-hidroksiekdizon (20E) ve jiivenil hormon (JH) gibi hormonlarin
hemolenfteki konsantrasyonlariyla diizenlenir (Kiuchi ve ark. 2008). Bu
calismada genel olarak mitotik indeksin kontrol grubuna gore artmasina ragmen
bu artis 5000 ppm’lik GA3 dozunda 6nemlidir ve mitoz gegiren hemositlerin
say1si iki katina ¢gikmaktadir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada da GAj gibi tesvik
edici bir BGD olan [AA’nin {igiincii nesil farelerin kemik iligi hiicrelerinde
mitotik indeksi arttirdigr belirlenmistir. Bu durumun nedeni ise IAA’nin DNA ve
RNA miktarlarim1 artirmasindan dolayr olabilecegi belirtilmistir (Yilmaz ve
Yiiksel 2005). Bitkilerde de hiicre boliinmesini uyaran bu hormonlar bdceklerde
hiicre dongiisiiniin diizenlenmesini kontrol eden molekiilleri uyararak hiicre
boliinmesini artirmis olabilirler. Ancak, mitotik indeksteki bu artisin toplam
hemosit sayis1 ve farkli hemosit tipleri lizerinde etkili olmadig1 belirlendi. Bu
durumun nedeni ise larval gelisim siiresini hizlandiran GAj3’iin hemolenfteki
juvenil hormon seviyesini baskilamasindan ve ecdyzon hormonun hemolenfteki
seviyesinin yiikselmesinden kaynaklanabilir. izzetoglu ve Karagali (2003)’nin
yaptiklar1 ¢calismada G. mellonella’nin hemositlerinde 20-hidroksiektizon’un doza
bagli olarak toplam hemosit sayisini azalttigini belirlenmesi de sonuglarimizi
destekler niteliktedir.

Hemositlerde, yabanci organizmalara veya toksik maddelere karsi immiin
tepkilerini ortaya koyarken nekrotik veya programlanmis hiicre oliimlerinin
meydana geldigi bilinmektedir (Pech ve Strand 2000; Le ve ark. 2003; Sung ve
ark. 2003a; 2003b). Sunulan bu ¢aligmada ise GAj3’iin belirlenen dozlarinda geg
apoptotik indeksin yiliksek dozlarda (500 — 5000 ppm) onemli artis gosterdigi,
nekrotik hiicrelerin ise tiim dozlarda yiiksek oldugu ve canli hiicre sayisinin

sadece 5000 ppm’de 6nemli oranda azaldigi goriildii. Bu sonuglar GAj3’lin de
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boceklerde organofosforlu insektisitler gibi etki ederek nekrotik hiicre Sliimiini
hizlandirdigin1 gostermektedir. Ciinkii insektisitlerle yapilan calismalarda bu
bilesiklerin yag dokuda ve hemositlerde lipit peroksidasyonunu artirarak serbest
radikal olusumunu artirdigini, timoér nekrozis faktorlerinin, ¢esitli stres
proteinlerinin ve gesitli hiicresel enzimlerin saliniminin artigina neden olduklari
belirlenmistir (Saleem ve Shakoori 1993; i¢en ve ark. 2005; Uckan ve Sak 2010).
BGD’lerle yapilan az sayidaki caligmalarda ise, indol-3-asetik asitin insan
fibroblast kiiltiirinde DNA ve RNA miktarin1 arttirdigi, farelerde ise bazi
dokulara ait hiicrelerdeki apoptotik akitiviteyi artirarak sican fetiislerinde
mikroensefaliye neden oldugu belirtilmistir (Kowalska 1991; Furukawa 2004).
Ratlarda ise GAj3’lin hem tiimor olusumunu hem de oksidatif stresi artirarak mast
hiicrelerinin aktivitesini yiikseltmistir (Erin ve ark. 2008). Daha 6nce yapilan bu
calismalar da sonuglarimizin giivenilirligini gliclendirmektedir.

Lepidopterlerde hemosit aracili enkapsiilasyon bocek bagisiklik sisteminin
en 6nemli unsurlarindan biridir (Rowley ve Ratcliffe 1981; Gupta 1985; Schmidt
ve ark. 2001; Richards ve Edwards 2002). Bu tepki yabanci patojenin kendinden
olmayan olarak algilanmasi, bunun etrafinda ¢ok yogun yassilasmis hemosit
tabakalarinin olusmasi ve hemosit tabakalarinda kismi veya komple melanizasyon
sonucu patojenin Oldiiriilmesi seklinde gergeklesmektedir (Rowley ve Ratcliffe
1981; Richards ve Edwards 2002). GAs’lin bdceklerin  enkapsiilasyon
davraniglarinda etkili olup olmadiginin belirlenmesi ig¢in konak son evre
larvalarinda in vivo enkapsiilasyon analizleri yapildi. Analizler sonucunda,
GA5’lin tiim dozlarinda erken evre enkapsiilasyon (4. saat) durumunda, enkapsiile
olmamig ve giiclii enkapsiile olmus boncuk sayisini arttirdifl, geg¢ evre
enkapsiilasyonda (24. saat) ise zayif enkapsiile olmus boncuk sayisini artirirken,
gliclii  enkapsiile boncuk sayisii  6nemli oranda azallthig  gorildi.
Enkapsiilasyonun son evresinde giiclii enkapsiilasyonun azalma gostermesi
ApoLp-III olarak diisliniilen proteinin miktarmin artis1 ile alakali olabilir. Ciinkd,
yapilan bir ¢alismada, Galleria mellonella besinci evre larvalarinda bu proteinin
hemositlerin lam {izerine yapisma Ozelliklerini azaltarak hemositlerin
enkapsiilasyon davranislarini etkiledigi belirlenmistir (Whitten ve ark. 2003).

Boceklerde kiitikular yaralanma veya viicut boslugu igerisine yabanci
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organizmalarin girmesi durumunda ortaya ¢ikan hemosit aracili enkapsiilasyon
reaksiyonlarinin sonucu olarak melanizasyon gerceklesmesi de genel bir
durumdur (Nappi 2000). Melaninin serbest radikal siipiiriicti etkisinden dolay1,
enkapsiilasyon esnasinda parazitoit yumurtasi iizerinde melanin birikmesi,
sitotoksik radikallerin enkapsiilasyon bodlgesini  hedef almasini, immiin
savunmanin sadece yabanci yiizey lzerinde gerceklesmesini ve konak agik
dolagim sistemi icerisinde sitotoksik molekiillerin diger bolgelere yayilmamasini
saglar (Riley 1997; Carton ve Nappi 1997). Yaralanma veya savunma tepkileri
sonucu olusan melanizasyon reaksiyonlari bdceklerde hemositlerden salinan
fenoloksidaz aktivitesine dayandirilmaktadir (Nappi 2000). Bu ¢alismada
enkapsiile olan boncuklardaki melanizasyon durumlari da incelendi ve genel
olarak GAj3’lin tipki enkapsiilasyondaki etkisi gibi, tiim dozlarda 24. saatteki
melanizasyon durumunun azalmasina neden oldugu goriildii. Bu durum GAj;’iin
ozellikle 200 ppm’den sonra larval hemolenfindeki fenoloksidaz aktivitesini
azaltarak bagisiklik sisteminin zayiflamasina neden olabilecegini gostermektedir.
Daha 6nce yapilan bir ¢alismada G. mellonella larvalar1 fungal enfeksiyona maruz
birakildiklarinda fenoloksidaz aktivitesinin azalmasi ve lizozomal aktivitenin
artmasinin belirlenmesi de diisiincemizi desteklemektedir (Bogus ve ark. 2007).

Sonug olarak, konak besininde artan miktarlarda GAs bulunmasi, juvenil
hormonun diizenlenmesinde rol oynadig: diisliniilen proteinlerin hemolenfteki
miktarinda, enerji metabolizmasinda ve onarim mekanizmalarinda etkili olan
aminoasitlerin miktarinda, hemosit sayisinda, mitotik indekste ve hiicresel immiin
yanitta degisikliklere neden olabilir. Tiim bu fizyolojik degisiklikler ise son
zamanlarda yapilan bir ¢alismada da gosterildigi gibi G. mellonella’nin zararl
olan larval doneminin siiresinin kisalmasina neden olmus olabilir (Uckan ve ark.
Basilmadi). P. turionellae’nin biyolojik ve biyokimyasal ozelliklerinde konak
araciligiyla alinan GAj; yiiksek dozlar disinda c¢arpict degisikliklere neden
olmamigtir. Bu nedenle GAj;, IPM programlarinda geleneksel sentetik
organopestisitler yerine =zararlilara karsi uygun dozlarda olmak sartiyla
kullanilabilirler.

Bu calismada ongoriilen GAj ile juvenil ve ektizon hormonlar arasindaki

iligkinin kesinlige ulastirilmasi i¢in, GAs’lin farkli dozlarmin bécek hormonlari

115



@) ANADOLU UNIVERSITESI

uzerindeki etkilerinin daha

diisiinmekteyiz.

sonraki

calismalarda belirlenmesi
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