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İNDOL-3-ASETİK ASİT (IAA)’İN KONAK Achoria grisella FABRİCUS 
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) LARVAL HEMOLENFİNİN VE Apanteles 
galleriae WILKINSON (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) LARVASININ 
BİYOKİMYASAL PARAMETRELERİNE ETKİSİ 
 
ÖZET 
 
Yağ, protein, şeker ve glikojen gibi biyokimyasal yapılar konak ve parasitioid 
ilişkisinde önemli rol oynar. Söz konusu parametrelerdeki herhangi bir değişiklik 
konak-parazitoid ilişkisindeki dengeyi değiştirebilir. Bitki gelişim düzenleyicisi 
indol-3-asetik asit (IAA)’in petek zararlısı konak Achoria grisella Fabricus 
(Lepidoptera: Pyralidae)’un larval hemolenfinde ve endoparazitoid Apanteles 
galleriae Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae)’ın larvasında toplam şeker, toplam 
protein, toplam yağ miktarları araştırıldı. Ayrıca IAA’nın parazitoid larvasında 
glikojen miktarı üzerindeki etkisi incelendi. Konak larvaları sentetik besin yoluyla 
doğrudan 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm IAA dozlarına maruz bırakıldı. 
Parazitoid larvaları ise konak hemolenfi ile beslenmek suretiyle dolaylı olarak 
IAA’ya maruz kaldı. Miktar tayinleri toplam protein için Bradford, toplam yağ için 
vanilin-fosforik asit, toplam şeker ve glikojen için sıcak antron testleri ile yapıldı. 
Toplam protein miktarında konak larval hemolenfinde 10 ppm dışındaki dozlarda 
artış; parazitoid larvalarında 100 ppm dozunda artış, 2, 10, 50, 500 ve 1000 ppm 
dozlarında azalış gözlendi. Toplam yağ miktarı konak larval hemolenfinde tüm 
dozlarda azalırken; parazitoid larvalarıda 5, 50, 100, 200 ve 1000 ppm dozlarında 
arttı. Toplam şeker miktarı konak larval hemolenfinde 100, 200, 1000 ppm 
dozlarında arttı; 10, 50, 500 ppm dozlarında azaldı. Parazitoid larvalarında ise 5, 100, 
200 ppm dozlarında artarken, 2, 10, 500 ve 1000 ppm dozlarında azaldı. Glikojen 
miktarı 200 ppm IAA’ya maruz kalan parazitoid larvalarında artarken; 2, 5, 50, 500 
ppm IAA’ya maruz kalan bireylerde azalma gözlendi. Araştırma sonuçları IAA 
uygulamalarının konak ve parazitoid üzerinde toplam protein, toplam yağ, toplam 
şeker ve parazitoid larvalarında glikojen miktarını değiştirici etkisi olduğunu 
gösterdi. 
 
Anahtar Kelimeler: Achoria grisella, Apanteles galleriae, Biyolojik Kontrol, İndol-
3-Asetik Asit. 
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EFFECT OF INDOL-3 ACETIC ACID (IAA) ON THE BIOCHEMICAL 
PARAMETERS OF Achoria grisella FABRICUS (LEPIDOPTERA: 
PYRALIDAE) LARVAL HAEMOLYMPH AND Apanteles galleriae 
WILKINSON (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) LARVA 
 
ABSTRACT 
 
Biochemical structures such as lipid, protein, sugar, and glycogen are known to play 
a pivotal role on the relationship between host and its parasitoid. Any changes in 
these parameters may have potential to alter the balance of the host-parasitoid 
relation. The effect of plant growth regulator indol-3 acetic acit (IAA) on total 
protein, total lipid, total sugar levels in larval haemolymph of wax pest host Achoria 
grisella Fabricus (Lepidoptera: Pyralidae) and in larva of endoparasitoid Apanteles 
galleriae Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae) were investigated. In addition, the 
effect of IAA on the amount of glycogen in A. galleriae was analysed. Host larvae 
were treated with the doses of 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm IAA directly 
through their synthetic diet. However, parasitoid larvae were fed with haemolymph 
of host and exposed to IAA indirectly. Total protein contents were determined by 
Bradford, total lipid contents by vanilin-phosphoric acid, total sugar and glycogen 
contens by hot antron tests. An increase was observed in total protein in larval 
haemolymph at all doses except 10 ppm. In parasitoid larvae an increase was 
observed at 100 ppm while decreases were observed at 2, 10, 50, 500 and 1000 ppm 
doses. Total lipid level in host larval haemolymph decreased at all doses of IAA 
application, whereas in parasitoid larvae, this increased at 5, 50, 100, 200 ve 1000 
ppm doses. Total sugar level in host larval haemolymph increased at 100, 200, 1000 
ppm doses; decreased at 10, 50, 500 ppm doses. In parasitoid larvae total sugar level 
increased at 5, 100, 200 ppm doses; decreased at 2, 10, 500 and 1000 ppm. Glycogen 
level increased in parasitoid larvae that has been exposed to 200 ppm, whereas 
decreases were observed at 2, 5, 50, 500 ppm doses of IAA. Our study has shown 
that application of IAA caused alterations in the level of total protein, total lipid, total 
sugar in host larval haemolymph and parasitoid larvae and in the level of glycogen in 
parasitoid larvae. 
 
Key words: Achoria grisella, Apanteles galleriae, Biological Control, Indol-3-
Acetic Acid. 
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GİRİŞ 

Zararlılık, insanlığın değer yargılarına bağlı bir antropojenik öngörüdür [1]. Ocak 

1958’de Olga Howens Huckins, Silent Spring (Sessiz Bahar) kitabının yazarı ekolog 

Rachel Carson’a, yaşadığı bölgede pestisit uygulamasından sonra kuş seslerini 

duyamadığından bahseden bir mektup yollamıştır [2]. Bu mektubun kamuoyunda 

yankı uyandırdığı zamana kadar, ekinlerin kaybına sebep olan veya bir hastalığın 

taşıyıcısı olan organizmalar “zararlı” olarak nitelendirilirken, bu tarihten sonra zararlı 

organizmaları öldürmede kullanılan biyositlerin daha tehlikeli olabileceği ile ilgili 

tartışmalar başlamıştır ve günümüzde hala devam etmektedir [2, 3]. Zararlı 

organizmalar kimyasallara karşı direnç geliştirebildiğinden [4-7] kimyasal mücadele 

kısa vadede çözüm gibi görünse de, uzun vadede hem ekonomik kayıp hem de çevre 

kirliliği anlamına gelir [3, 4]. Zararlı mücadelesinde kullanılan kimyasallar 

parazitler, parazitoidler, antagonistler ve predatörler gibi faydalı organizmaların 

ölümüne neden olurlar [8-10]. Besin zinciri yoluyla ekosistemdeki diğer 

organizmalarda ulaşan biyositler kısırlığı, kronik hastalıkları, teratojenez ve 

mutajenezi tetiklerler [10-16]. Bu nedenle, kimyasal mücadeleye alternatif olabilecek 

yöntemlere yönelim artmıştır [17]. Alternatif mücedele yöntemlerinden birisi olan 

“Entegre Pest Mücadelesi” (IPM- Integrated Pest Management) ekosistemde 

mümkün olduğunca iz bırakmadan zararlı organizmayı kontrol altına almayı hedefler 

[18, 19].  

Tarımda bazen zararlı mücadelesinin bir parçası olarak bazen de verim arttırma 

kullanılan bitki gelişim düzenleyicileri (BGD) diğer biyositler gibi ekosistemdeki 

organizmalar için risk teşkil eder [20, 21]. BGD’ler böcekler üzerinde embriyonik 

gelişmede, eşeysel verimlilikte, yumurta verimi ve açılımında etkilidirler [22, 23]. 

Çünkü böceklerde morfogenez ve üreme, hormonların kontrolü altındadır ve bitki 

gelişim düzenleyicileri hemolenfte bağlayıcı proteinler ve endojen hormonlar ile 

etkileşime girerler [20]. Bu durumda uygulama yapılan alanda doğal olarak yaşayan 

parazit, parazitoid, predatör gibi biyolojik mücadelede önem taşıyan ve ekosistemin 

dengesini koruyan organizmalar BGD’lerden olumsuz etkilenebilirler [20-23].
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Biyolojik mücadele ajanlarının korunması ekosistemin dengesi hem de zararlı 

mücadelesinde önemlidir [24]. Çünkü kimyasal uygulamalar %0,015-%6 oranında 

mücadele edilen organizmaya ulaşırken [24, 25] biyolojik mücadele ajanları yüksek 

oranda hedef organizmaya ulaşırlar. Ayrıca bu ajanlar hedef konusunda seçicidirler 

[26]. Biyolojik mücadelede kullanılan organizmalar içinde, doğal düşmanların en 

uygunu, en az risk taşıyanı ve hedef konusunda en seçici olanı parazitoidlerdir [27]. 

Bu özellikleri sayesinde parazitoid türler ekolojik can simitleri olarak 

tanımlanmaktadırlar [28]. Parazitoidin yaşamı konağa bağlı olduğundan, konak 

sayısındaki artış parazitoid sayısını artırmakta, konak sayısındaki azalma ise 

parazitoid sayısını azaltmaktadır. Bu ilişki konak ve parazitoid popülasyonları 

arasındaki dengeyi koruyan esas unsurdur [29, 30]. 

Sunulan çalışmada tarımda sıklıkla kullanılan bir bitki gelişim düzenleyicisi olan 

indol-3-asetik asitin petek zararlısı küçük balmumu güvesi Achoria grisella’nın 

toplam protein, toplam yağ, toplam şeker miktarları ile bu güvenin doğal düşmanı 

endoparazitoid Apanteles galleriae’nın toplam protein, toplam yağ, toplam şeker ve 

glikojen miktarları üzerine etkilerinin araştırılması amaçlanmıştır.  
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1.GENEL BİLGİLER 

Bitki gelişim düzenleyicileri, bitkilerde büyüme ve gelişme faaliyetlerini teşfik 

etmek veya baskılamak suretiyle düzenleyen hormonlardır [31]. Büyüme ve 

gelişmeyi uyaran veya hızlandıran gelişim düzenleyicilerine stimülatör (teşvik edici), 

geciktiren veya durduranlara ise retardant (inhibitör, engelleyici) denilmektedir [32]. 

BGD’ler bu özelliklerinden dolayı tarımda tohumların çimlendirilmesinden doku 

kültürüne kadar birçok alanda kullanılmaktadır [31]. 

Bitki gelişim düzenleyicilerinin fizyolojik etkileri; bitkinin türüne, hormonun 

derişimine, çevresel faktörlere, bitkinin yaşına ve etki ettiği yapıya bağlı olarak 

değişmektedir [33, 34]. Başlıca fizyolojik etkileri; hücre bölünmesi, uzaması, 

genişlemesi [35], morfogenez, tohum ve tomurcuk dormansisi, embriyo gelişimi, 

tohum çimlenmesi [35, 36], çiçeklenme, büyüme, meyva oluşumu, gelişimi ve 

olgunlaşması [37], kloroplast gelişimi, klorofil sentezi [38], partenokarpik meyva 

oluşumu [39], apikal dormansi [34], nükleik asit, protein ve enzim sentezi, enzim 

aktivasyonu, kök oluşumu [40], senesens [41], kambiyal aktivite, absisyon, strese 

adaptasyon ve osmoregülasyondur [34, 35].  

Bitki gelişim düzenleyicilerinin tarımda oldukça yaygın kullanılması [34], bu 

bileşiklerin böceklerin gelişimi üzerindeki etkilerinin neler olabileceği sorusunu 

gündeme getirmiştir [42]. Bu konuda yapılan çalışmalar sonucunda beslenmeyi 

engelleme (antifedant) [42, 43], diyapoza girmeyi engelleme [44], deformasyonlar ve 

ağırlık kaybı [45], morfolojik ve eşeysel gelişmeyi yavaşlatma [45, 46], kısırlaştırma 

ve doğurganlığı azaltma gibi etkileri olduğu tespit edilmiştir [45, 47, 48-52]. Ayrıca 

BDG’ler konukçu bitki dokularında ve besin içeriğinde değişiklikler oluşturarak bitki 

dayanıklılığını arttırıp üzerinde yaşayacak böcekleri etkisizleştirmektedir [47, 53, 

54]. BGD’ler insektisitlerin bitkiye penetrasyonu arttırarak [55] bu bitkiyle beslenen 

böceklerin ölümüne de sebep olurlar [47, 56]. Tüm bu özellikleri dolayısıyla bitki 

gelişim düzenleyicilerinin böcekleri baskı altına almak amacıyla entegre pest 

mücadelesi programlarında kullanılabileceği bildirilmiştir [57]. Ancak bitki büyüme
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hormonları da biyositler gibi besin zinciriyle ulaştığı organizmalarda vücuttan 

tamamen atılmayıp dokularda depolanmakta ve fonksiyon bozukluklarına neden 

olmaktadırlar [12, 13, 58]. Deneylerde konak ve parazitoidin makromolekülleri 

üzerindeki etkilerini araştırdığımız indol-3 asetik asit, bir bitki gelişim 

düzenleyicisidir [33]. Kristal halde ilk olarak insan idrarından Kögl ve arkadaşları 

tarafından 1934 yılında izole edilmiştir. Ertesi yıl Thimann tarafından Rhizopus 

suinus Nielsen (Mucorales: Mucoraceae) kültüründen elde edilmiştir [59, 60]. İndol-

3-asetik asitin keşfinden sonra bu maddenin bitkilerde serbest halde bulunduğu ve 

yaygın olduğu kanıtlanmıştır [61, 62]. Günümüzde ise yalnızca yüksek 

organizasyonlu bitkilerin değil, fungusların ve bakterilerin de bazı oksinleri 

içerdikleri saptanmıştır [63, 64].  

İndol-3-asetik asitin içinde bulunduğu oksin ailesi [33], çok çeşitli fizyolojik etkilere 

sahiptir. Bu etkiler, çevresel faktörlere, bitki türlerine, bitkinin yaşına ve oksinlerin 

derişimlerine bağlı olarak değişmektedir [33, 65]. Oksinler esas olarak, gövde ve kök 

ucu gibi meristematik dokularda, genç yapraklarda, kotiledonlarda, çiçeklerde ve 

meyvelerde sentezlenmekte ve sentez bölgesinden aşağıya doğru floem yoluyla 

taşınmaktadır [33, 34]. İndol-3-asetik asit, embriyogenezden senesense kadar 

gelişimin her evresinde etkilidir. Şekil 1.1’de kimyasal yapısı gösterilen IAA’nın 

kapalı formülü C10H9NO2, molar kütlesi 175,18 g mol -1’dir [33].  

 

  Şekil 1.1. İndol-3-asetik asitin kimyasal yapısı 

İndol-3-asetik asitin bitkiler üzerindeki fizyolojik etkileri çok çeşitlidir [33]. Hücre 

çeperinin mekanik özelliklerini değiştirerek hücrenin uzamasını sağlar. DNA, RNA ve 

protein sentezini arttırır [59]. Mitoz bölünmede düzenleyicidir. Dokularda, enzim 
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sentezini ve aktivitesini arttırır. Düşük yoğunluklarda adventif kök ve esas kök 

oluşumunu arttırır [60]. Tomurcuk inhibisyonu ve apikal dominans üzerine etkilidir. 

Tohum çimlenmesini tetikler, çiçeklenmeyi arttırır ve dişi çiçek oluşumunu teşvik 

eder. Ayrıca kambiyonal aktiviteyi ve odun dokusunun oluşumunu arttırır [59]. 

Yaprak ve meyve dökümü üzerine etkilidir. Partenokarpik meyve oluşumuna neden 

olur [33, 34 ,59].Tüm bunların yanında gal oluşturan böceklerin saldırısının bitki 

yapraklarında IAA miktarını arttırması, IAA’nın immün yanıtta da etkili olduğu 

düşüncesini güçlendirmektedir [66, 67]. 

Hayvanlarda embriyonik gelişimde rolü olan IAA’nın farklı sentez yolları vardır. 

Farede triptofandan triptamin; triptaminden de IAA sentezlenir. Triptaminin ana 

metabolik ürünü olan IAA, insanın merkezi sinir sisteminde triptaminin fonksiyonel 

bir göstergesi olarak düşünülebilir [68, 69]. Esas sentez yollarına ilaveten, bakterilerle 

infekte olmuş bitkilerde indol-3-asetamid yoluyla da sentezlendiği ileri sürülmektedir 

[66, 67]. 

Böceklerde de IAA sentezi gerçekleşir [70]. İpek böcekleri ile yapılan bir çalışmada 

triptofandan aktif IAA sentezlendiği bulunmştur. Bu sentez üç basamakta 

gerçeklemektedir. Triptofandan öncelikle indol-3-asetaldoksim, indol-3 

asetaldoksimden indol-3-asetaldehit ve en son basamakta da indol-3 asetaldehitten 

IAA üretilmektedir. IAA miktarındaki artış geri besleme mekanizması ile sentezi 

durdurmaktadır [70]. 

Drosophila melanogaster M. (Diptera: Drosophilidae) ve Bactrocera cucurbitae C. 

(Diptera: Tephritidae) ile yapılan çalışmalarda indol-3-asetik asit , absisik asit, kinetin, 

gibberellik asit ve kumarin gibi bitki gelişim düzenleyicilerinin böcek üreme ve 

gelişmesi üzerinde toksik etkileri olduğu saptanmıştır [71, 72].  

Böceklerde morfogenez ve üreme hormonların kontrolü altındadır ve üç hormon tipi 

büyüme ve üreme işleminde görevlidir [73]. Bunlar ekdisteroidler, jüvenil hormonlar 

ve nörohormonlar (nöropeptidler)’dır [74]. Ekdisteroidlerin tümü kolesterol gibi 

sterollerden (steroid alkollerden) türemişlerdir [75-78]. Böcekler kendi vücutlarında 

sentezleyemedikleri bu sterolleri besinlerden almak zorundadırlar, çünkü sterol 

biyosentezi için gerekli enzimleri kodlayan genlerden yoksundurlar [79, 80]. 

Ekdisteroidlerden en iyi bilinenleri ekdizon ve 20-hidroksiekdizondur. Bu hormonlar. 



6 

deri değiştirme sırasında gerçekleşen morfolojik ve gelişimsel değişimleri yönettikleri 

için deri değiştirme hormonları olarak tanımlanırlar [81, 82]. Ekdizon protorasik 

bezlerden hemolenfe salındıktan sonra yağ cisimleri ve orta bağırsak gibi çevresel 

dokularda daha aktif olan 20-hidroksiekdizona dönüştürülür [81, 83].  

Jüvenil hormonun metamorfozun kontrolü ve üreme gelişiminin düzenlenmesi olmak 

üzere iki esas görevi vardır. JH metamorfozu engelleyerek larval karakterlerin 

sürdürülmesini sağlar [73, 74]. Jüvenil hormonlar (JH-I, JH-II, JH-III VE JH-0), sinyal 

molekülleridir. Gelişimde çeşitli roller üstlenen proteinlerin yağ aktivasyonu yoluyla 

işlev görürler. Lipid tabanlı sinyal sistemlerinin çeşitli hareket şekillerine sahiptirler ve 

genellikle bağlandıkları reseptör açısından yüksek seçici değildirler [84, 85].  

Nörohormonlar böcek hormonlarının en geniş sınıfıdır. Genellikle peptidlerden 

oluştuklarından nöropeptidler olarak da adlandırılırlar. Bu protein mesajcılar böcek 

gelişiminde, homeostazide, metabolizmada, üremede ve JH tipleri ile ekdisteroidlerin 

salgılanmasını da içeren birçok aşamada esas düzenleyicilerdir [73, 74]. 

Nöropeptidler, ya sinir aksonları boyunca ya da hemolenf aracılığıyla uç effektör 

organlara doğrudan ulaşırlar veya diğer endokrin bezler (korpora allata ve protorasik 

bezler) üzerinde dolaylı olarak kontrol uygularlar [86-88]. Bir polipeptit nörohormon 

olan protoraksitropik hormon (PTTH), ekdizon ile birlikte etki oluşturarak larvaların 

gömlek değiştirmesini tetikler ve larvadan ergin evreye kadar süren gelişme evrelerini 

kontrol ederler [89, 90]. Juvenil hormon, PTTH hormonunun salınmasını engelleyerek 

metamorfozu baskılar [91-93]. 

Hormonlar hedef dokularına vücut sıvısı ve hemolenf yoluyla ulaşırlar. Çoğunlukla 

suda çözünürler, fakat bazıları hemolenf içindeki proteinlere bağlanarak taşınabilir; 

örneğin birçok böcekte ekdisteroid bağlayan proteinler ve JH bağlayan proteinler bu 

hormonların taşınmasından sorumludurlar [73]. Hemolenf bağlayıcı proteinler, hedef 

dokular tarafından hormonun alınımını kolaylaştırarak, özgün olmayan bağlanmayı 

azaltarak, hormonu parçalanma ve dışarı atılmadan koruyarak hormon seviyesinin 

düzenlenmesine katkı sağlarlar [73, 74]. Diğer maddelerin de böcek dokularına 

taşınması hemolenf aracılığıyla olur. 

Hemolenf; böceklerde iyonları, molekülleri ve hücreleri barındıran dolaşım sıvısı 

olmanın yanısıra larvalarda hidrostatik iskelet görevini de üstlenmiştir. Genellikle açık 
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renkli veya renksizdir [94]. Hemolenf basıncındaki bölgesel değişimler trake 

sisteminin havalandırılması, vücut ısısının korunması, eski kütikulanın yırtılıp 

çıkarılması, ve yeni kütikula oluşturulmasında büyük önem taşır [73]. Temel bileşeni 

plazma olan hemolenf aynı zamanda su deposu olarak da işlev görür [94]. Plazma 

içersinde inorganik iyonlar, yağlar, şekerler (özellikle trehaloz), amino asitler, 

proteinler, organik asitler ve diğer bileşenler bulunmaktadır [94, 98].  

Böcek hemolenfi yüksek konsantrasyonda amino asit ve organik fosfat içerir. 

Hemolenf proteinleri arasında depolama görevi olanlar (hekzamerinler) ve yağ 

taşıyanlar (lipoforin), demir (ferritin) yada JH ile kompleks oluşturan proteinler 

bulunur [95, 97]. Hekzamerinler, birçok böceğin hemolenfinde yüksek miktarda 

bulunan büyük proteinlerdir ve bu proteinlerin pupa döneminde enerji ve amino asit 

kaynağı olarak kullanıldığı düşünülmektedir [74, 94, 95]. Hemolenfte besin 

maddelerinin depolanması ve dağıtılması, fagositoz, enkapsülasyon ve pıhtılaşma 

olayları hemositler tarafından gerçekleştirilir [73, 74]. Hemolenf atık maddelerin de 

taşıyıcısıdır. Yağ cisimlerinde sentezlenen ürik asit Malpigi tüplerine hemolenf 

aracığıyla taşınır [74, 94]. Yağ cisimciği tipik olarak gevşek tabakalar, şeritler veya 

hemosöl içinde uzanan hücre loblarından oluşan beyaz veya sarı renkli bir doku 

oluşturur [99]. Karbonhidrat, yağ ve azotlu bileşiklerin metabolizması, glikojen, yağ 

ve protein depolanması, hemolenf şekerinin sentezi ve düzenlenmesi, temel hemolenf 

proteinlerinin sentezi gibi metabolik olaylar yağ cisimciklerinde gerçekleştirilir [100]. 

Özgül depo proteinleri, holometabol böceklerin son larval evreleri sırasında yağ 

cisimciği tarafından sentezlenir ve metamorfozda pupalaşma evresi sırasında 

kullanılmak üzere hemolenfte biriktirilir [73, 74]. Hemolenfte taşınan veya muhafaza 

edilen karbonhidrat, protein ve yağlar hem bireyin kendisi için, hem de herhangi bir 

parazite veya parazitoide konaklık ediyorsa, onun için enerji ve metabolit kaynağıdır. 

Çalışmada seçtiğimiz parazitoid A. galleriae ve konak A. grisella arasındaki ilişkide 

de aynı durum söz konusudur. 

Parazitoid A. galleriae, Lepidoptera türlerinde koinobiont, soliter, larval 

endoparazitoid bir türdür. Bu parazitoidin konak olarak A. grisella’dan başka Galleria 

mellonella, Achroia innotata ve Vitula edmandsae erken evre larvalarını kullandığı 

tespit edilmiştir [101-103]. Literatürde A. galleriae ile ilgili, taksonomik özelliklerini 

[102], bir dereceye kadar gelişim biyolojisini [101], konak türlerin parazitoidin bazı 
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biyolojik özelliklerine etkilerini [103, 104] parazitoidin verim ve eşey oranına 

parazitoid-dişi eşdeğeri konak sayısındaki artışın etkilerini [103, 105] ve farklı sıcaklık 

ve besin çeşitlerinin ergin hayat uzunluğuna etkilerini [106-109] gösteren çalışmalar 

mevcuttur. Apanteles galleriae ile yapılan bir çalışmada, konak besin kalitesinin 

değiştirilmesinin, larval gelişim zamanını uzattığı, yaşam süresini kısalttığı, erkek eşey 

oranını arttırdığı, verimi düşürdüğü ve ergin boyunu kısalttığı tespit edilmiştir [106]. 

Ayrıca A. galleriae’da mevsimsel yaşama, yaş ve yoğunluğa bağlı üreme biyolojisinin 

modellenmesi [110] ve A. galleriae ile parazitlenmiş konağın toplam yağ ve yağ asidi 

içeriğinin belirlendiği çalışmalar literatürde mevcuttur [111]. IAA’in yüksek dozları A. 

galleriae’da toplam verimi, dişi eşey oranını, ergin boy uzunluğunu olumsuz 

etkilemektedir [65]. 

Apanteles galleriae için konak olarak, bal arısı yetiştiriciliği için kozmopolit bir zararlı 

olan küçük balmumu güvesi A. grisella kullanıldı. Küçük balmumu güvelerine doğada 

bal arısı kolonilerinin ve dolayısıyla meyve ağaçlarının bulunduğu yerlerde rastanır. 

Dişileri yumurta bırakmak için alacakaranlıkta arı kovanlarına girerler. Yumurtalarını 

kovandaki yarık ve çatlaklara bırakırlar. Yumurtadan çıkan larvalar balmumu ve polen 

artıkları ile beslenirler. Özellikle rengi koyulaşmış eski peteklerde uzun ağlı galeriler 

açarak büyük çapta tahribata neden olurlar. Hatta çoğu zaman, arı puplarını da ağla 

kaplayarak açılmalarını önlerler [112]. A.grisella büyük bal mumu güvesi G. 

mellonella’ya göre yapı olarak daha küçüktür. A.grisella, kovan çatlak ve deliklerden 

daha kolay girmesine rağmen larval gelişimi boyunca daha az petek tükettiğinden 

büyük bal mumu güvesinden daha az zararlıdır [113-115].  

 

 



9 

2. MALZEME VE YÖNTEM 

2.1. Böcekhane 

Böcekhane olarak 1,93 x 2,40 x 3,00 ve 1,37 x 2,20 x 3,00 metre boyutlarında 

birbirinden farklı iki oda kullanıldı. Deneyler süresince böcekhanelerde, 25±2 °C 

sıcaklık, %60±5 bağıl nem ve 12:12 saat A:K (Aydınlık:Karanlık) fotoperiyot şartları 

devam ettirildi. Sıcaklık termostatlı radyatör kullanılarak, nem seviyesi SINBO 

marka soğuk buhar makinesi kullanılarak korundu. Sıcaklık ve nem, termometre ve 

higrometre ile devamlı olarak takip edildi. Aydınlık ve karanlık süresi zaman ayarlı 

fotoperiyot cihazı ile ayarlandı. İndol-3-asetik asit uygulamaları aynı koşullara sahip 

ayrı bir odada ve karanlıkta yapıldı. 

2.2. Achoria grisella Kültürü  

Deneylerde küçük balmumu güvesi, A. grisella’nın larvaları kullanıldı. A. 

grisella’nın laboratuar süksesif kültürlerinin kaynağını, Kocaeli Üniversitesi Hayvan 

Fizyolojisi Araştırma laboratuvarından alınan ve içinde A. grisella’ya ait larva, pup 

ve erginler bulunan çekirdek kültür oluşturdu. Bu larva, pup ve erginler bir arada, 

doğal petek ve yarı sentetik besin içeren, ağzı hava sirkülâsyonunu önlemeyecek 

şekilde bez ile kapatılmış, çeşitli hacimlerdeki kavanozlara konularak A. grisella stok 

kültürü oluşturuldu. A. grisella stok kültürü Bronskill [116] besinindeki kepek oranı 

değiştirilerek modifiye edilen [117] besin ortamında devam ettirildi. Bronskill’in 

[116] önerdiği besin içeriği ve Sak ve Uçkan [117] tarafından yapılan değişiklik 

Tablo 2.1’de verilmektedir.    

Tablo 2.1. Bronskill besin içeriğinde yapılan değişiklik 

Besin İçeriği Bronskill Besini Kullanılan Besin 
Ufalanmış Petek 200 g 200 g 
Kepek 500 g 860 g
Süzme Bal 150 mL 150 mL 
Gliserin 300 mL 300 mL 
Saf Su 150 mL 150 mL 
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Laboratuarda A. grisella süksesif kültürleri oluşturmak için her gün stok kültürden 

alınan 3-5 adet en çok iki gün yaşlı dişi ve erkek A. grisella erginleri, yukarıda 

belirtildiği gibi, içerisinde besin bulunan bir litrelik cam kavanozlar içine bırakıldı. 

Kavanozların ağzı hava sirkülâsyonunu önlemeyecek şekilde bez ve üstüne yaklaşık 

elli kadar ince delik açılmış metal kapaklar (larvaların bezi delip kaçmalarını 

önlemek amacıyla) ile kapatıldı. Stok ve süksesif kültür kavanozlarına populasyon 

yoğunluğuna bağlı olarak azalan A. grisella besinini karşılamak için zaman zaman 

yeterli miktarda yarı sentetik besin ve balsız, kuru, siyahlaşmış petek ilave edildi. 

Süksesif A. grisella kültürlerini kurma işlemine, hem kültürün devamını sağlamak 

hem de deneylerde kullanılacak larvaları verecek erginleri elde etmek için deneyler 

boyunca devam edildi.  

2.3. Apanteles galleriae Kültürü 

Deneylerde parazitoid olarak koinobiont, soliter ve erken evre larva parazitoidi A. 

galleriae kullanıldı. A. galleriae stok kültürü kendi laboratuarımızda yetiştirilen 

erginlerden oluşturuldu. Parazitoidin süksesif kültürünü oluşturmak için 1-2 gün 

yaşlı dişi ve erkek A. grisella erginleri kullanıldı. Öncelikle, balsız kuru siyahlaşmış 

petek bulunan bir litrelik cam kavanozlara beş dişi ve beş erkek konak ergini 

bırakıldı. Konağın yumurtadan larvaya kadar olan gelişim süreci dikkate alınarak ve 

parazitoidlere yeterince erken evre konak larvası sağlamak için A. grisella 

erginlerinin bulunduğu kavanozlara yedi gün sonra beşer adet en çok 1-2 gün yaşlı 

ergin parazitoid dişi ve erkeği bırakıldı. Cam kavanozların üzeri hava sirkülâsyonunu 

önlemeyecek şekilde bez ve üstüne delikler açılmış metal kapaklar ile kapatıldı. 

Belirtilen kültür kurma işlemleri her gün tekrarlanarak parazitoidin süksesif stok 

kültürleri oluşturuldu ve deneyler boyunca devam ettirildi. Söz konusu kültürlerden 

elde edilen erginlerin bir kısmı parazitoid kültürünün devamında, bir kısmı da deney 

gruplarının oluşturulmasında kullanıldı. 

2.4. Achoria grisella Deney Grupları ve Hemolenf Örnekleri Eldesi 

Her biri 1 g kararmış petek bulunduran 210 mL hacimli kavanozlara çiftleşip 

yumurta bırakmaları için 1-2 günlük 1♀-1♂ ergin birey bırakıldı. Üzerleri 

havalanmayı engellemeyecek kalınlıkta bir bezle örtüldükten sonra bir kaç yerinden 

delinmiş kapaklarla kavanozlar kapatıldı. Üç gün sonra ergin bireyler kavanozlardan 
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alındı, yedinci günde kavanozlar kontrol edildi ve yumurtadan çıkmış larvaların 

görüldüğü kavanozlara farklı IAA dozlarından (2, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 

ppm) besin ilave edilerek, her bir dozdan beşer kavanoz olacak şekilde deney serileri 

oluşturuldu. Deney serileri 25±2 °C sıcaklık, %60±5 bağıl nem ve 12:12 saat 

(Aydınlık:Karanlık) fotoperiyot şartlarına sahip ortamda muhafaza edildi. Her bir 

deney serisi üçer kez farklı zamanlarda kurularak deneyde kullanılacak olan bireyler 

yetiştirildi. Deney gruplarına verilecek olan besinler hazırlanırken 4,6 g sentetik 

besine 0,4 mL IAA çözeltisi eklendi. Kontrol grubu için 0,4 mL IAA yerine aynı 

miktarda saf su eklendi. Deney serileri yedi günlük periyodlarla hemolenf örneklerini 

alınıncaya dek beslenmeye devam edildi. 

Deney gruplarının oluşturulmasının 38-42. günlerinde larvalar 0,02- 0,04 mg ağırlığa 

ulaştıklarında, her bir doz için farklı kavanozlardan rastgele altmışar birey seçildi. 

Seçilen larvalar 1 dakika buzdolabında bekletildi ve soğutulmuş %70’lik etil alkolle 

temizlendikten sonra soğuk distile su ile yıkandı. Hemolenf almak için üçüncü ön 

bacak bölgesinden ince uçlu diseksiyon iğnesiyle delindi. Dışarı çıkan hemolenften 3 

μl hemolenf mikrokapiller tüp ile çekildi. Steril ve içinde 0,005 g N-phenylthiourea 

[104] (SigmaAldrich) bulunan mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Tüpler -20 °C 

sıcaklıkta analiz yapılıncaya kadar muhafaza edildi. 

2.5. Apanteles galleriae Deney Grupları ve Parazitoid Larvaları Eldesi 

Her birine 1 g kararmış petek eklenmiş 210 mL hacimli kavanozlara çiftleşip 

yumurta bırakmaları için 1-2 günlük 1♀-1♂ A. grisella erginleri bırakıldı. Üzerleri 

havalanmayı engellemeyecek bir bezle örtüldükten sonra bir kaç yerinden delinmiş 

kapaklarla kavanozlar kapatıldı. Üç gün sonra ergin bireyler kavanozlardan alındı, 

yedinci günde kavanozlar kontrol edildi ve yumurtadan çıkmış larvaların görüldüğü 

kavanozlara 3♀-3♂ A. galleria erginleri bırakıldı ve iki gün erken evre larvalarını 

parazitlemeleri için beklendi. Ardından her bir IAA dozundan (2, 5, 10, 50, 100, 200, 

500, 1000 ppm) besin ilave edilerek, her bir dozdan beşer kavanoz olacak şekilde 

deney serileri oluşturuldu. Deney serileri 25±2 °C sıcaklık, %60±5 bağıl nem  ve 12: 

12 saat (Aydınlık:Karanlık) fotoperiyot şartlarına sahip ortamda muhafaza edildi. 

Her bir deney serisi üç kez farklı zamanlarda oluşturularak deneyde kullanılacak olan 

bireyler yetiştirildi. Deney gruplarına verilecek olan besinler hazırlanırken 2,3 g 
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sentetik besine 0,2 mL IAA çözeltisi  eklendi. Kontrol grubu için 0,2 mL IAA 

çözeltisi yerine aynı miktarda saf su eklendi. Deney serileri yedi günlük periyodlarla 

hemolenf örneklerini alınıncaya dek beslenmeye devam edildi. 

Deney gruplarının oluşturulmasının 31-34. günlerinde konak larvaları farklı 

kavanozlardan rastgele seçilerek toplandı. Baş kapsülü ile birinci torasik segmentin 

arasından stereomikroskop altında jilet yardımıyla kesilerek içinden parazitoid 

larvası çıkarıldı. Her bir doz için altmışar larva direkt olarak steril 2 mL 

mikrosantrifüj tüplerine alınarak protein, yağ ve glikojen ölçümleri için dondurularak 

ve altmışar birey de steril 2 mL mikrosantrifüj tüplerindeki 0,5 mL %10’luk soğuk 

TCA (trikloroasetik asit) [119] içinde dondurularak -20 °C’de analiz yapılıncaya 

kadar muhafaza edildi. 

2.6. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Yağ Miktarı 

Yağ miktarı belirlenmesinde öncelikle standart eğri çizildi. Bunun için mısır yağı 

(Sigma-Aldrich) 1 mg/mL kloroform içinde çözülerek stok hazırlandı. Stoktan 5, 10, 

20, 30, 40 ve 50 µL alınarak farklı tüplere aktarıldı ve kloroform tamamen 

buharlaşıncaya kadar 90 °C’de bekletildi. Tüplere 40 µL H₂SO₄ eklendi ve 1 dakika 

vorteks (IKA 3 MS BASIC) yardımıyla karıştırıldı. Tüpler 90 °C’de 2 dakika daha 

bekletildikten sonra buzda soğutuldu. Soğutulan her bir tüp içerisine Van Handel 

[120]’in yöntemiyle hazırlanmış vanilin (Merck)-fosforikasit (Merck) reaktifi ilave 

edilerek 30 dakika oda sıcaklığında bırakıldı ve renk oluşumu sağlandı. Tüpler tekrar 

vorteks ile karıştırıldıktan sonra küvetlere aktarıldı ve Shimadzu UV-mini 1240 

model spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda köre karşı okundu. Bu işlemler, 

her standart çözelti konsantrasyonu için üç kez tekrarlandı. Elde edilen absorbans 

değerleri ile Şekil 2.1’ deki yağ standart eğrisi çizildi. 

Toplam yağ miktarının belirlenmesinde Olson ve arkadaşlarının [121] Van Handel 

[120-122]’den uyarladıkları yöntem kullanıldı. Analiz aşamasına kadar -20 ºC’de N-

phenylthiourea içinde bekletilen hemolenf örnekleri +4 ºC’de Beckman Coulter 

Microfuge 22 R Marka satrifüjde 10.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Süpernatant kısmının tamamı alındı ve önceden buzda soğutulmuş 2 mL 

mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Her bir tüp etiketkendi. Etiketlenen hemolenf 

örneklerinin içinden alınan 1 μl örnek yağ tayini için kullanıldı, geri kalan hemolenf 
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diğer tayinler için muhafaza edildi. Alınan 1 μl hemolenf temiz bir tüpe aktarıldı ve 

üzerine 50 µL %2’lik Na₂SO₄ eklendi. Vorteks ile karıştırıldıktan sonra üzerine 450 

µL kloroform-metanol (1:2) karışımı ilave edildi ve tekrar karıştırıldı. Bu işlemin 

ardından 14.000 rpm’de 2 dakika süreyle santrifüjlendi ve süpernatanttan 200 µL 

yeni bir tüpe aktarıldı. Çözelti tamamen buharlaşıncaya kadar 90 °C’de bekletildi. 

Üzerine 40 µL H₂SO₄ eklendi ve 1 dakika vorteks yardımıyla karıştırıldı. Tüpler 90 

°C’de 2 dakika daha bekletildikten sonra buzda soğutuldu. Soğutulan her bir tüp 

içerisine Van Handel ’in yöntemiyle hazırlanmış vanilin (Merck)-fosforik asit 

(Merck) reaktifi ilave edilerek 30 dakika oda sıcaklığında bırakıldı ve renk oluşumu 

sağlandı. Tüpler tekrar vorteks kullanılarak karıştırıldı. Küvetlere aktarıldı ve 

spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda köre karşı okundu. Toplam toplam yağ 

konsantrasyonu standart eğrisi kullanılarak yağ miktarı hesaplandı. 

 

Şekil 2.1. Yağ miktarının belirlenmesinde kullanılan standart eğri  

2.7. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Protein Miktarı 

Protein Miktarı belirlenmesinde öncelikle standart eğri çizildi. Bunun için saf sığır 

serum albumini (BSA) (Merck) 1 mg/mL stok çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden 5, 

10, 15, 20, 25 µL alınarak ve 500 µL’ye saf su ile tamamlanarak değişik 

yoğunluklarda saf protein çözeltileri oluşturuldu. Ardından 500 µL Bradford ayracı 

eklendi ve 5 dakika oda sıcaklığında bekletildi [123]. Ardından küvetlere aktarılarak 
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spektrofotometrede 595 nm’de köre karşı okundu. Elde edilen absorbans değerleri ile 

Şekil 2.2’ deki protein standart eğrisi çizildi. 

 

Şekil 2.2. Protein miktarının belirlenmesinde kullanılan standart eğri  

Protein miktarının belirlenmesi amacıyla analiz aşamasına kadar, -20 ºC’de N-

phenylthiourea içinde bekletilen hemolenf örnekleri +4ºC’de 10.000 rpm’de 10 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmının tamamı alındı ve önceden buzda 

soğutulmuş 2 mL mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Her bir tüp etiketkendi. 

Etiketlenen hemolenf örneklerinin içinden 1 μl örnek alındı ve üzerine 49 μl saf su 

eklendi. Vorteks ile karıştırıldıktan sonra 50 μl örnekten bir başka tüpe 10 μl 

aktarıldı. Üzerine 490 μl saf su ve protein tayini için 500 μl Bradford ayıracı 

eklenerek vorteks yardımıyla karıştırıldı. Oda sıcaklığında 5 dakika bekletilerek renk 

değişimi sağlandı. Sonrasında spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda köre karşı 

okutuldu ve elde edilen değerler kaydedildi. Sonuçlar protein miktarının sulandırılma 

katsayısına dikkat edilerek ve toplam protein miktarı standart grafiği esas alınarak 

hesaplandı. 

2.8. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Şeker Miktarı 

Şeker miktarının belirlenmesinde öncelikle saf glukoz (Merck) kullanılarak 

konsantrasyonu 1 mg/mL olan stok çözelti hazırlandı. Daha sonra bu stok çözeltiden 

1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 μl alındı ve 1 mL’ye saf su kullanılarak tamamlandı. 

Hazırlanan çözeltilerin 200 μl’si mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. Bu tüpler 
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içlerindeki çözeltilerin yaklaşık 50 μl’si kalana kadar 90 ºC’de bekletildi.Tüplerin 

içerisine 950 μl antron reaktifi (Fluka) eklenerek 90 ºC’de 15 dakika daha bekletildi 

ve renk oluşumu gözlendi. İçerik küvetlere aktarıldı ve spektrofotometrede 625 nm 

dalga boyunda köre karşı okundu. Bu işlemler her standart çözelti konsantrasyonu 

için üç kez tekrarlandı. Elde edilen absorbans değerleri ile şekil 2.3’deki standart 

glukoz eğrisi çizildi. 

Şeker miktarının belirlenmesi için, Van Handel metoduna göre [124] daha önce yağ 

miktarının belirlenmesi sırasında stok olarak ayrılan ve etiketlenen hemolenf 

örneklerinin içinden 1 μl örnek alındı ve steril mikrosantrifüj tüplerine aktarıldı. 

Üzerlerine 50 µL Na₂SO₄ eklendi. Vorteks ile karıştırıldı ve  üzerine 450 µL 

kloroform-metanol (1:2) eklendi ve tekrar karıştırıldı. Ardından 14.000 rpm +4C 2 

dakika santrifüj edildi. Süpernatanttan 200 µL alındı ve yeni bir tüpe aktarıldı. 

Çözelti 50 µL kalıncaya kadar 90 °C’de bekletildi. Üzerine 950 µL antron ayracı 

eklendi ve 15 dakika daha 90 °C’de bekletildi. Buzda soğutulduktan sonra vorteksle 

karıştırıldı ve küvetlere aktarılarak 625 nm dalga boyunda spektrofotometrede köre 

karşı okutuldu ve absorbans değerleri kaydedildi. Kaydedilen değerler şekil 2.3’de 

gösterilen standart eğriye göre hesaplanarak şeker miktarı belirlendi. 

 

Şekil 2.3. Şeker miktarının belirlenmesinde kullanılan standart eğri  
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2.9. Apanteles galleriae Larvasında Toplam Yağ Miktarı 

Yağ Miktarı belirlenirken kullanılan A. galleriae larvaları öncelikle homojenize 

edildi ve sonra yağ miktarının ölçümü yapıldı İçlerinde parazitoid larvalarını 

barındıran tüplere ikişer adet 3mm çapında tungsten karpit bilye atıldı. Tüplere 50 

µL Na₂SO₄ eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser LT model homojenizatörde 50 

Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Üzerine 450 µL kloroform-metanol (1:2) 

eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de homojenizasyona devam edildi. Bu işlem 

tamamlandıktan sonra bilyeler tüplerin içinden dikkatlice çıkarıldı. Homojenat +4 

°C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Süpernatanttan 200 µL alındı ve 

yeni bir tüpe aktarıldı. Çözelti tamamen buharlaşıncaya kadar 90 °C’ bekletildi. 

Tüplere 40 µL H₂SO₄ eklendi ve 1 dakika vorteks yardımıyla karıştırıldı. Tüpler 90 

°C’de 2 dakika daha bekletildikten sonra buzda soğutuldu. Soğutulan her bir tüp 

içerisine Van Handel [120]’in yöntemiyle hazırlanmış vanilin (Merck)-fosforik asit 

(Merck) reaktifi ilave edilerek 30 dakika oda sıcaklığında bırakılarak renk oluşumu 

sağlandı. Tüpler tekrar karıştırıldıktan sonra içerik küvetlere aktarıldı ve 

spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda köre karşı okundu. Absorbans değerleri 

kaydedildi. Toplam toplam yağ konsantrasyonu standart eğrisi kullanılarak yağ 

miktarı hesaplandı. 

2.10. Apanteles galleriae Larvasında Toplam Protein Miktarı 

Protein miktarı tayininde kullanılmak üzere -20 °C’de %10’luk TCA içinde 

bekletilen parazitoid larvaları miktarın belirlenmesi için öncelikle Plummer 1971 

[119] yönteminde tarif edilen şekilde saflaştırıldı. Bunun için 500 µL TCA (%10) 

çözeltisin bulunan mikrosantrifüj tüplerine ikişer adet 3 mm çapında tungsten karpit 

bilye atıldı ve 5 dakikada bir soğutularak 30 dakika boyunca homojenize edildi. 

Homojenatı 3500 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi. Süpernatant uzaklaştırıldı. 

Böylelikle TCA içinde çözülmüş olan glikojen ve şeker uzaklaştırımış oldu. 

Ardından yağlerin de uzaklaştırılmasını sağlamak amacıyla pelletin üzerine üzerine 

500 μl etil alkol (%96) ilave edildi. Pelletin alkol içinde iyi çözünmesi ve alkolun 

etkisinin artması amacıyla 10 dakika daha homojenize edildi. Homojenat, 3.500 

rpm’de 15 dakika daha santrifüj edildi. Ve yağleri içinde barındıran süpernatant 

kısım uzaklaştırıldı. Elde edilen protein pelletin kuruması için 37 °C etüvde 
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bekletildi. Kuruyan pellete 500 μl saf su ilave edildi. Vorteks yardımıyla iyice 

çözünene dek karıştırıldı. Elde edilmiş saf protein çözeltisinden 50 μl alınarak temiz 

bir mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. Üzerine 450 μl saf su ilave edildi ve karıştırıldı. 

Protein tayini için üzerine 500 μl Bradford ayracı eklendikten sonra 5 dakika oda 

sıcaklığında bekletildi. Tüpler tekrar vorteks kullanılarak karıştırıldıktan sonra içerik 

küvetlere aktarıldı ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda köre karşı okundu. 

Absorbans değerleri kaydedildi. Protein miktarı standart eğrisi kullanılarak sonuç 

hesaplandı.  

2.11. Apanteles galleriae Larvasında Toplam Şeker Miktarı 

Şeker miktarını belirlemek için -20 °C’de muhafaza edilen içinde parazitoid 

larvalarını barındıran tüplerin içlerine 2 adet 3 mm tungsten karpit bilye atıldı. 

Tüplere 50 µL Na₂SO₄ eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser LT  model 

homojenizatörde 50 Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Üzerine 450 µL 

kloroform-metanol (1:2) eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de homojenizasyona 

devam edildi. Bu işlem tamamlandıktan sonra bilyeler tüplerin içinden dikkatlice 

çıkarıldı. Homojenat +4 °C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatanttan 200 µL alındı ve yeni bir tüpe aktarıldı. Çözelti 50 µL kalıncaya 

kadar 90 °C’de bekletildi. Üzerine 950 µL antron ayracı eklendi ve 15 dakika daha 

90 °C’de bekletildi. Buzda soğutulduktan sonra vorteks ile karıştırıldı ve küvetlere 

aktarılarak 625 nm dalga boyunda spektrofotometrede köre karşı okutuldu ve 

absorbans değerleri kaydedildi. Toplam şeker miktarı standart eğrisi kullanılarak 

şeker miktarı hesaplandı. 

2.12. Apanteles galleriae Larvasında Glikojen Miktarı 

Glikojen Miktarı belirlenmesinde öncelikle saf glikojen (Sigma-Aldrich) kullanılarak 

konsantrasyonu 1 mg/mL olan stok çözelti hazırlandı. Daha sonra bu stok çözeltiden 

1, 5, 10, 25, 50, 75, 100 μl alındı ve antron reaktifi kullanılarak 1 mL’ye tamamlandı. 

15 dakika 90 °C’de bekletildikten sonra tekrar vorteks yardımıyla karıştırıldıktan 

sonra buzda soğutuldu. 625 nm dalga boyunda köre karşı okutuldu. Elde edilen 

absorbans değerleri ile standart eğri çizildi. 
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Şekil 2.4. Glikojen miktarının belirlenmesinde kullanılan standart eğri  

Toplam glikojen miktarının tayini için -20 °C’de muhafaza edilen içinde parazitoid 

larvalarını muhafaza ederken kullanılan tüplerin içlerine ikişer adet 3 mm tungsten 

karpit bilye atıldı. Tüplere 50 µL Na₂SO₄ eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser 

LT model homojenizatörde 50 Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Üzerine 

450 µL kloroform-metanol (1:2) eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de 

homojenizasyona devam edildi. Bu işlem tamamlandıktan sonra bilyeler tüplerin 

içinden dikkatlice çıkarıldı. Homojenat +4 °C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatantı uzaklaştırıldı ve pelletin tamamen kuruması için 90 °C’de 

bekletildi. Kuruyan pellet spatülle ezildi. Van Handel [122, 123] metoduna göre 

üzerine 1 mL antron reaktifi eklendi ve 10 dakika boyunca vorteks yardımıyla 

pelletin reaktif içinde dağılması sağlandı. 15 dakika 90 °C’de bekletildikten sonra 

tekrar karıştırıldı ve buzda soğutuldu. 625 nm dalga boyunda köre karşı okutuldu. 

Elde edilen absorbans değerleri kaydedildi. 

2.13. İstatistik 

Konak ve parazitoid üzerinde yapılan 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm 

dozlarında IAA uygulamasının bir deneysel uyarı olarak başarısını anlamak için, 

öncelikle grup ortalamalarının farklı olup olmadığını test eden tek yönlü varyans 

analizi yapıldı. Test sonucunda anlamlılık değerinin 0,05’den küçük olduğu  

(P<0,05) belirlendi ve bu nedenle ortalamalar arasında farklılık olduğuna karar 
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verildi. Ortalamalar arasındaki farklılıkların niceliğinin belirlenmesinde homojen 

olmayan verilerin analizinde kullanılan bir post-hoc yöntemi olan Tamhane T2 testi 

yapıldı. Veri analizinde SPSS istatistik programı (SPSS, versiyon 18.0) kullanıldı.  
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3.BULGULAR  

Elde edilen sonuçlar IAA uygulamasının konak larval hemolenfinde toplam protein, 

toplam yağ, toplam şeker miktarı; parazitoid larvasında toplam protein, toplam yağ, 

toplam şeker ve glikojen miktarı üzerinde etkili olduğunu gösterdi. Konak larval 

hemolenfine ait bulgular Tablo 3.1’de, parazitoid larvasına ait bulgular Tablo 3.2’de 

verildi. 

Tablo 3.1: IAA-etkisiyle Achoria grisella hemolenfinde toplam protein, toplam yağ 
ve toplam şeker miktarlarındaki değişimler (µg/µl) 

IAA 
ppm 

Achoria grisella 

 Hemolenf Toplam 
Proteina 

(Ortalama ±SH)b 

Hemolenf Toplam 
Yağa 

(Ortalama ±SH)b 

Hemolenf Toplam 
Şekera 

(Ortalama ±SH)b 

0 101,75±2,58a 261,34±15,73a 66,13±2,61ab 

2 161,69±2,07b 209,26±11,44ab 73,94±2,52a 

5 139,88±1,21c 184,95±11,38bcd 72,74±0,42a 

10 107,78±1,03a 146,41±13,78c 62,32±1,81bc 

50 168,60±1,31b 246,30±12,02ae 57,51±1,74b 

100 178,35±0,55d 201,16±13,68abc 102,38±3,14d 

200 153,53±1,84bd 171,06±7,54bc 98,78±2,58d 

500 136,86±2,72c 224,31±7,75ad 55,31±2,15b 

1000 156,54±2,30b 191,90±12,44bcde 70,33±1,66ac 

aHer bir kolonda bulunan aynı harfler anlamlı değişiklik olmadığını ifade eder (P>0.05).  
bn= 60 

Konak larval hemolenfinde toplam protein miktarı konrol grubunda ortalama 

101,75±2,58 µg/µL iken; 2 ppm’de, 161,69±2,07 µg/µL, 5 ppm’de 139,88±1,21 

µg/µL, 50 ppm’de 168,60±1,31 µg/µL, 100 ppm’de 178,35±0,55 µg/µL, 200 ppm’de 

153,53±1,84 µg/µL, 500 ppm’de 136,86±2,72 µg/µL, 1000 ppm’de 156,54±2,30 

µg/µL seviyesine yükseldi (F=196,254; sd=8, 531; P=0,000). 
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Şekil 3.1. A. grisella hemolenfinde toplam protein miktarındaki değişimler 

 

Şekil 3.2. A. grisella hemolenfinde toplam yağ miktarındaki değişimler 

Konak larval hemolenfinde toplam yağ miktarı kontrol grubunda ortalama 

261,34±15,73 µg/µL iken 5 ppm’de 184,95±11,38 µg/µL, 10 ppm’de 146,41±13,7 

µg/µL, 200 ppm’de 171,06±7,54 µg/µL ve 1000 ppm’de 191,90±12,44 µg/µL 

seviyesine düştü (F=9,021; sd=8, 531; P=0,000).  



22 

 

Şekil 3.3. A. grisella hemolenfinde toplam şeker miktarındaki değişimler 

Konak larval hemolenfinde toplam şeker miktarı kontrol grubunda ortalama 

66,13±2,61 µg/µL iken; 100 ppm’de 102,38±3,14 µg/µL; 200 ppm’de 98,78±2,58 

µg/µL seviyesine yükseldi (F=58,139; sd=8, 531; P=0,000). Bununla beraber 10 

ppm’de 62,32±1,81 µg/µL, 50 ppm’de 57,51±1,74 µg/µL, 500 ppm’de 55,31±2,15 

µg/µL (F=58,139; sd=8, 531; P=0,000) seviyesine düştü (Şekil 3.3). 

Tablo 3.2. IAA-etkisiyle Apanteles galleriae larvasında toplam protein, toplam yağ 
ve toplam şeker miktarlarındaki değişimler (µg/µl) 
IAA  
ppm 

Apanteles galleria 

Toplam proteina 

(Ortalama ±SH)b 
Toplam yağa

(Ortalama ±SH)b 
Toplam şekera 

(Ortalama ±SH)b 
Glikojena

Ortalama 
±SH)b 

0 7,54±0,18ab 40,66±0,61a 5,05±0,14a 22,45±0,61a 
2 6,74±0,20ac 39,74±0,61a 4,46±0,08b 17,97±0,21b 
5 7,73±0,09b 48,67±1,50c 6,91±0,09c 15,73±0,36c 
10 5,61±0,17d 38,20±1,54a 4,80±0,15abc 22,22±0,45ad 
50 5,85±0,15de 65,10±3,63b 5,45±0,18a 13,55±0,60c 
100 8,94±0,01f 55,06±0,49b 8,11±0,23d 24,43±0,42a 
200 7,07±0,14a 57,91±1,34b 6,67±0,14c 27,67±0,20e 
500 6,44±0,10ce 37,90±1,81a 4,17±0,03e 18,05±0,18b 
1000 4,15±0,01g 57,51±0,96b 4,46±0,04b 21,94±0,57ad 

aHer bir kolonda bulunan aynı harfler anlamlı değişiklik olmadığını ifade eder (P>0.05).  
bn= 60 
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Konak larval hemolenfi ile beslenmek sureti ile dolaylı olarak IAA’ya maruz kalan 

parazitoidin toplam protein seviyesi kontrol grubunda ortalama 7,54±0,18 µg/µL 

iken, 5 ppm’de 7,73±0,09 µg/µL 100 ppm’de 8,94±0,01 µg/µL seviyesine yükseldi 

(F=106,904; sd=8, 531; P=0.000). Bununla beraber toplam protein seviyesi 

ortalaması 10 ppm’de 5,61±0,17 µg/µL, 50 ppm’de 5,85±0,15 µg/µL, 500 ppm’de 

6,44±0,10 µg/µL ve 1000 ppm’de 4,15±0,01 µg/µL değerlerine düştü (F=106,904; 

sd=8, 531; P=0.000) (Şekil 3.4). 

 

Şekil 3.4. A. galleriae larvasında toplam protein miktarındaki değişimler 

Parazitoidin toplam yağ miktarı kontrol grubunda ortalama 40,66±0,61 µg/µL iken 5 

ppm’de 48,67±1,50 µg/µL, 50 ppm’de 5,85±0,15 µg/µL, 100 ppm’de 8,94±0,01 

µg/µL, 200 ppm’de 7,07±0,14 µg/µL, 1000 ppm’de 4,15±0,01g µg/µL seviyesine 

düştü (F=38,284; sd=8, 531; P=0,000) (Şekil 3.5). 
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Şekil 3.5. A. galleriae larvasında toplam yağ miktarındaki değişimler 

Parazitoid larvalarında toplam şeker miktarı kontrol grubunda ortalama 5,05±0,14 

µg/µL iken, 2 ppm’de 4,46±0,08 µg/µL, 500 ppm’de 4,17±0,03 µg/µL ve 1000 

ppm’de 4,46±0,0 µg/µL seviyesine düştü. Bununla beraber 5 ppm’de 6,91±0,09 

µg/µL, 100 ppm’de 8,11±0,23 µg/µL, 200 ppm’de 6,67±0,14 µg/µL seviyesine düştü 

(F= 101,923; sd=8, 531; P=0,000) (Şekil 3.6). 

 

Şekil 3.6. A. galleriae larvasında toplam şeker miktarındaki değişimler 

IAA muamelesi parazitoidin glikojen seviyesinde kontrol grubunda ortalama 

22,45±0,61 µg/µL iken, 2 ppm’de 17,97±0,21 µg/µL, 5 ppm’de 15,73±0,36 µg/µL, 

50 ppm’de 13,55±0,60 µg/µL ve 500 ppm’de 18,05±0,18 µg/µL seviyesine düştü, 
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bununla beraber yalnızca 200 ppm dozunda ortalama değer 27,67±0,20 µg/µL 

seviyesine yükseldi (F= 106,361; sd=8, 531; P=0,000) (Şekil 3.7). 

 

Şekil 3.7. A. galleriae larvasında toplam glikojen miktarındaki değişimler 
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4. TARTIŞMA 

Bitki gelişim düzenleyicileri ile yapılan çalışmalarda, bu bileşiklerin böcekler 

üzerinde; beslenmeyi engelleme (antifedant) [42,43], diyapoza girmeyi engelleme 

[44], deformasyonlar ve ağırlık kaybı [45], morfolojik ve eşeysel gelişmeyi 

yavaşlatma [45, 45], kısırlık ve doğurganlığı azaltma etkileri olduğu tespit edilmiştir 

[45, 47, 48-50]. Ayrıca embriyonik gelişmede, eşeysel verimlilikte, yumurta verimi 

ve açılımında etkili oldukları bildirilmiştir [22,23]. Bu çalışmalar, BGD’lerin, 

böceklerin karbohidrat, yağ, proteinler gibi temel metabolitlerindeki değişimlerde ve 

hormonal düzenleme mekanizmalarında potansiyel etkilerinin olduğuna işaret 

etmektedirler. Çünkü böceklerde morfogenez ve üreme, hormonların kontrolü 

altındadır ve bitki gelişim düzenleyicileri hemolenfte bağlayıcı proteinler ve endojen 

hormonlar ile etkileşime girerler [20]. 

Elde edilen sonuçlar IAA uygulamasının hem konak larval hemolenfinin hem de 

parazitoid larvasının protein, yağ ve karbonhidrat miktarları üzerinde etkili olduğunu 

gösterdi. Konak larval hemolenfindeki protein miktarı üzerinde 2, 5, 10, 50, 100, 

200, 500, 1000 ppm IAA dozları arttırıcı etki yaparken, parazitoid larvalarında 100 

ppm IAA dozu arttırıcı, 2, 10, 50, 500 ve 1000 ppm IAA dozları azaltıcı etki yaptı. 

IAA’nın konak ve parazitoitte farklı etki göstermesinin, metabolik ve hücresel 

olayların türe özgü oluşundan kaynaklandığı düşünülebilir [73, 74]. Her böceğin 

gelişim süresi birbirinden farklıdır. Protein miktarı gelişim süresince, böceğin içinde 

bulunduğu larval evreye bağlı olarak değişmektedir. Hemolenf örneklerinin 

toplandığı zaman konağın 25 °C sıcaklıkta metamorfoza girmesine 14-18 gün kalmış 

olmasına rağmen, parazitoid örnekleri toplandığı zaman, parazitoid larvalarının 25 

°C sıcaklıkta metamorfoza girmesine 1-3 gün kalmıştır. Metamorfoza zaman 

bakımından eşit uzaklıkta olmamaları IAA’nın protein miktarı üzerindeki etkilerini 

değiştirmiş olabilir. 
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Muz sineği Zaprionus paravittiger ile yapılan bir çalışmada yumurtalar çatladıktan 

63 saat sonra larvaların besinine 1000, 2000 ve 4000 ppm dozlarında GA3 eklenmiş 

ve larvaların 30-40 saat GA3’e maruz kalması sağlanmıştır. Kaur ve Rup bu 

çalışmalarının sonucunda 1000 ppm GA3’in protein miktarında artışa sebep olduğunu 

bildirmişlerdir [125]. Çalışmada 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm IAA’ya maruz 

kalan konak hemolenfinde protein miktarı arttı. Ancak bir oksin olan IAA’nın, bir 

giberellin olan GA3 ile böcekler üzerinde fizyolojik olarak aynı etkiye sahip olup 

olmadığı ile ilgili literatürde bir çalışmaya rastlanmamıştır.  

IAA’nın bitkilerde DNA ve RNA sentezini arttırdığı, mitoz bölünmede düzenleyici 

olduğu ve dokularda enzim sentezi ve enzim aktivitesini arttırdığı bilinmektedir [59]. 

Literatürde IAA’nın böceklerdeki mRNA sentezine etkisi ile ilgili bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. Vierstraete ve arkadaşlarının Drosophila melanogaster’in larval 

hemolenf proteinlerini belirledikleri çalışmalarında böceklerde gelişim evresine bağlı 

olarak seyir eden protein sentezleme kapasitesindeki değişimlerin yağ cisimlerindeki 

mRNA miktarına bağlı olduğunu belirtmişlerdir [95]. IAA’nın böcekler üzerinde, 

bitkilerdekine benzer şekilde mRNA miktarını arttırıcı etkisi varsa, IAA uygulaması 

böceklerde toplam protein miktarını arttırabilir.  

Plantevin ve arkadaşları Bombyx mori’nin üçüncü, dördüncü ve beşinci evre 

larvalarında jüvenil hormon ile protein miktarı arasındaki ilişkiyi araştırdıkları bir 

çalışmada, jüvenil hormonların etkisiyle larvanın ilk evrelerinde protein miktarının 

yüksek olduğunu ve metamorfoza yaklaştıkça JH azalmasıyla birlikte protein 

miktarının da azaldığını keşfetmişlerdir [126]. Uçkan ve Haftacı bir çalışmalarında 2, 

5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm dozlarında konak A. grisella’ya verilen 

IAA’nın, 500 ve 1000 ppm dozlarına maruz kalan konakta yaşayan parazitoid A. 

galleriae bireylerinde birinci nesil ergin çıkış süresinin uzadığını tespit etmişlerdir 

[127]. Bu durumda IAA, JH seviyesinin yüksek kalmasını sağladığı için 

metamorfoza girmeyi geciktiriyor olabilir. Çalışmamızda 500 ve 1000 ppm IAA 

dozlarına maruz kalmış parazitoidin hemolenfinde JH miktarı yükselmiş ise ve 

metamorfozun gecikmiş olduğu, bu nedenle de protein miktarının yüksek kalmış 

olduğu düşünülebilir. 
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Tribolium castaneum altıncı evre larvaları üzerinde 20 ppm malation ve 200 ppm 

permethrin uygulanarak yapılan çalışmalarda, böceklerin detoksifikasyonda ihtiyaç 

duyulan proteinazları oluşturmak ve enerji depolamak amacıyla yüksek miktarda 

protein sentezlediği bildirilmiştir [128]. Benzer şekilde IAA konak A. grisella 

tarafından detoksifiye ediliyorsa, hemolenf ile beslenen A. galleriae üzerinde 100 

ppm hariç arttırıcı etkisi olmamasının sebebi IAA’nın toksik etkisinin konak 

tarafından kısmen bertaraf edilmesi olabilir. Ancak 100 ppm dozundaki artışın sebebi 

bu yaklaşımla açıklanamamaktadır. 

Kaur ve Rup  tarafından Zaprionus paravittiger ile yapılan bir çalışmada, larvalar 

yumurtadan çıktıktan 63 saat sonra larvaların sentetik besinine 1000, 2000 ve 4000 

ppm dozlarında GA3 eklenmiş ve larvaların 30-40 saat GA3’e maruz kalması 

sağlanmıştır. 1000 ve 2000 ppm GA3 uygulaması toplam yağ ve toplam karbonhidrat 

miktarında azalmaya sebep olurken, 4000 ppm dozunda toplam yağ ve toplam 

karbonhidrat miktarında artışa sebep olmuştur [125]. Bu tez çalışmasında, Kaur ve 

Rup’un çalışmasına benzer olarak 2, 5, 50 ppm IAA dozlarına maruz kalan 

parazitoid larvasının glikojen miktarındaki azalma ve 200 ppm IAA dozuna maruz 

kalan parazitoid larvasında kaydedilen artma, BDG düzenleyicisinin düşük 

dozlarının glikojen miktarını azaltıcı, yüksek dozlarının arttırıcı etkisi olduğunu 

düşündürmektedir. Ancak parazitoid larvasında 500 ppm dozunda kaydedilen 

glikojen miktarındaki azalma bu yaklaşımla açıklanamamaktadır. 
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5.SONUÇ VE ÖNERİLER 

Sonuç olarak IAA’nın balmumu zararlısı konak A. grisella ve onun doğal düşmanı 

parazitoid A. galleriae’nın karbonhidrat, yağ ve protein miktarlarında değişikliğe 

sebep olduğunu gösterdi. 

Yapılan literatür taramasında detoksifikasyon metabolizmasında IAA’nın herhangi 

bir değişikliğe sebep olup olmadığı ve organizmada IAA’nın etkilerini bertaraf 

edebilmek için böceklerde fizyolojik olarak ne gibi değişikliklerin meydana 

gelebileceği ile ilgili yeterli çalışmaya rastlanmamıştır. Ayrıca IAA uygulamasının 

böceklerde hangi proteinlerin artışına sebep olduğu ve bu proteinlerin artışının 

metabolizmayı nasıl etkilediği aydınlatılması önem arz eden bir konudur. Böceklerin 

larval evrelerinin sürdürülmesinden sorumlu olan jüvenil hormon, jüvenil hormon 

bağlayıcı protein ve hormonların taşınmasında görev alan lipoproteinlerin IAA 

uygulamarından nasıl etkilendiği başka bir önemli araştırma konusudur. İndol-3-

asetik asitin mRNA sentezine, glikojenez sürecine, trehalaz enzimi aktivitesine, yağ 

metabolizmasına ve böceklerde gelişimi düzenleyen hormonlar üzerine olan 

etkilerine ilişkin yeterli çalışmaya rastlanmamıştır. Bu konularda yapılacak 

çalışmalar IAA’nın böcekler üzerindeki etkilerini anlamada fayda sağlayacaktır. 
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