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ONSOZ VE TESEKKUR

Tarimda verim arttirmak i¢in siklikla kullanilan bitki gelisim diizenleyicilerin, hedef
dis1 organizmalar tizerindeki etkisini bilmek ekosisteme zarar vermekten imtina eden
herkes i¢in 6nemlidir. Bu nedenle oksin ailesinin en dnemli {iyesi olan IAA’nin farkl
dozlarinin, konak kiiciik balmumu giivesi Achoria grisella nin hemolenfindeki
toplam protein, yag, seker miktarlar1 ve endoparazitoid Apanteles galleriae
larvalarinin toplam protein, yag, seker ve glikojen miktarlar1 tizerinde bir etkisinin
olup olmadigini anlamak {izere temel bir ¢alisma yaptik.
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INDOL-3-ASETIiK ASIT (IAAYIN KONAK Achoria grisella FABRICUS
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) LARVAL HEMOLENFININ VE Apanteles
galleriae. WILKINSON (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) LARVASININ
BIYOKIMYASAL PARAMETRELERINE ETKISI

OZET

Yag, protein, seker ve glikojen gibi biyokimyasal yapilar konak ve parasitioid
iliskisinde onemli rol oynar. S6z konusu parametrelerdeki herhangi bir degisiklik
konak-parazitoid iligkisindeki dengeyi degistirebilir. Bitki gelisim diizenleyicisi
indol-3-asetik asit (IAA)’in petek zararlis1 konak Achoria grisella Fabricus
(Lepidoptera: Pyralidae)’un larval hemolenfinde ve endoparazitoid Apanteles
galleriae Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae)’in larvasinda toplam seker, toplam
protein, toplam yag miktarlar1 arastirildi. Ayrica IAA’nin parazitoid larvasinda
glikojen miktar iizerindeki etkisi incelendi. Konak larvalari sentetik besin yoluyla
dogrudan 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm [AA dozlarina maruz birakildi.
Parazitoid larvalar1 ise konak hemolenfi ile beslenmek suretiyle dolayli olarak
[IAA’ya maruz kaldi. Miktar tayinleri toplam protein i¢in Bradford, toplam yag igin
vanilin-fosforik asit, toplam seker ve glikojen icin sicak antron testleri ile yapildi.
Toplam protein miktarinda konak larval hemolenfinde 10 ppm disindaki dozlarda
arti; parazitoid larvalarinda 100 ppm dozunda artis, 2, 10, 50, 500 ve 1000 ppm
dozlarinda azalis gozlendi. Toplam yag miktar1 konak larval hemolenfinde tiim
dozlarda azalirken; parazitoid larvalarida 5, 50, 100, 200 ve 1000 ppm dozlarinda
artti. Toplam seker miktar1 konak larval hemolenfinde 100, 200, 1000 ppm
dozlarinda artt1; 10, 50, 500 ppm dozlarinda azaldi. Parazitoid larvalarinda ise 5, 100,
200 ppm dozlarinda artarken, 2, 10, 500 ve 1000 ppm dozlarinda azaldi. Glikojen
miktar1 200 ppm [AA’ya maruz kalan parazitoid larvalarinda artarken; 2, 5, 50, 500
ppm IAA’ya maruz kalan bireylerde azalma goézlendi. Arastirma sonuglart TAA
uygulamalarinin konak ve parazitoid iizerinde toplam protein, toplam yag, toplam
seker ve parazitoid larvalarinda glikojen miktarini degistirici etkisi oldugunu
gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Achoria grisella, Apanteles galleriae, Biyolojik Kontrol, Indol-
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 [AA directly
through their synthetic diet. However, parasitoid larvae were fed with haemolymph
of host and exposed to TAA 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 TAA
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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GIRIS

Zararhlik, insanligin deger yargilarina bagli bir antropojenik ongoriidiir [1]. Ocak
1958°de Olga Howens Huckins, Silent Spring (Sessiz Bahar) kitabinin yazari ekolog
Rachel Carson’a, yasadigi bolgede pestisit uygulamasindan sonra kus seslerini
duyamadigindan bahseden bir mektup yollamistir [2]. Bu mektubun kamuoyunda
yanki uyandirdigi zamana kadar, ekinlerin kaybina sebep olan veya bir hastaligin
tastyicisi olan organizmalar “zararli” olarak nitelendirilirken, bu tarihten sonra zararl
organizmalar1 6ldiirmede kullanilan biyositlerin daha tehlikeli olabilecegi ile ilgili
tartismalar baslamistir ve giliniimiizde hala devam etmektedir [2, 3]. Zararh
organizmalar kimyasallara kars1 direng gelistirebildiginden [4-7] kimyasal miicadele
kisa vadede ¢oziim gibi goriinse de, uzun vadede hem ekonomik kayip hem de ¢evre
kirliligi anlamina gelir [3, 4]. Zararli miicadelesinde kullanilan kimyasallar
parazitler, parazitoidler, antagonistler ve predatorler gibi faydali organizmalarin
Olimiine neden olurlar [8-10]. Besin zinciri yoluyla ekosistemdeki diger
organizmalarda wulasan biyositler kisirligi, kronik hastaliklari, teratojenez ve
mutajenezi tetiklerler [10-16]. Bu nedenle, kimyasal miicadeleye alternatif olabilecek
yontemlere yonelim artmistir [17]. Alternatif miicedele yontemlerinden birisi olan
“Entegre Pest Miicadelesi” (IPM- Integrated Pest Management) ekosistemde
miimkiin oldugunca iz birakmadan zararli organizmay1 kontrol altina almay1 hedefler

[18, 19].

Tarimda bazen zararli miicadelesinin bir pargasi olarak bazen de verim arttirma
kullanilan bitki gelisim diizenleyicileri (BGD) diger biyositler gibi ekosistemdeki
organizmalar i¢in risk teskil eder [20, 21]. BGD’ler bocekler iizerinde embriyonik
gelismede, eseysel verimlilikte, yumurta verimi ve agiliminda etkilidirler [22, 23].
Ciinkii boceklerde morfogenez ve iireme, hormonlarin kontrolii altindadir ve bitki
gelisim diizenleyicileri hemolenfte baglayici proteinler ve endojen hormonlar ile
etkilesime girerler [20]. Bu durumda uygulama yapilan alanda dogal olarak yasayan
parazit, parazitoid, predator gibi biyolojik miicadelede 6nem tasiyan ve ekosistemin

dengesini koruyan organizmalar BGD’lerden olumsuz etkilenebilirler [20-23].



Biyolojik miicadele ajanlarinin korunmasi ekosistemin dengesi hem de zararh
miicadelesinde 6nemlidir [24]. Ciinkii kimyasal uygulamalar %0,015-%6 oraninda
miicadele edilen organizmaya ulasirken [24, 25] biyolojik miicadele ajanlar1 yliksek
oranda hedef organizmaya ulasirlar. Ayrica bu ajanlar hedef konusunda segicidirler
[26]. Biyolojik miicadelede kullanilan organizmalar i¢inde, dogal diismanlarin en
uygunu, en az risk tagiyani ve hedef konusunda en secici olani parazitoidlerdir [27].
Bu o6zellikleri sayesinde parazitoid tiirler ekolojik can simitleri olarak
tanimlanmaktadirlar [28]. Parazitoidin yasami konaga bagli oldugundan, konak
sayisindaki artis parazitoid sayisini artirmakta, konak sayisindaki azalma ise
parazitoid sayisim1 azaltmaktadir. Bu iliski konak ve parazitoid popiilasyonlari

arasindaki dengeyi koruyan esas unsurdur [29, 30].

Sunulan calismada tarimda siklikla kullanilan bir bitki gelisim diizenleyicisi olan
indol-3-asetik asitin petek zararlis1 kiigiik balmumu gilivesi Achoria grisella’ nin
toplam protein, toplam yag, toplam seker miktarlar1 ile bu giivenin dogal diismam
endoparazitoid Apanteles galleriae’nin toplam protein, toplam yag, toplam seker ve

glikojen miktarlari lizerine etkilerinin aragtirilmasi amaglanmistir.



1.GENEL BILGILER

Bitki gelisim diizenleyicileri, bitkilerde biiyiime ve gelisme faaliyetlerini tesfik
etmek veya baskilamak suretiyle diizenleyen hormonlardir [31]. Biiylime ve
gelismeyi uyaran veya hizlandiran gelisim diizenleyicilerine stimiilator (tesvik edici),
geciktiren veya durduranlara ise retardant (inhibitdr, engelleyici) denilmektedir [32].
BGD’ler bu 6zelliklerinden dolay:r tarimda tohumlarin ¢imlendirilmesinden doku

kiltiiriine kadar birgok alanda kullanilmaktadir [31].

Bitki gelisim diizenleyicilerinin fizyolojik etkileri; bitkinin tiiriine, hormonun
derisimine, ¢evresel faktorlere, bitkinin yasina ve etki ettigi yapiya bagl olarak
degismektedir [33, 34]. Baslica fizyolojik etkileri; hiicre bdliinmesi, uzamasi,
geniglemesi [35], morfogenez, tohum ve tomurcuk dormansisi, embriyo gelisimi,
tohum c¢imlenmesi [35, 36], cigeklenme, biiyiime, meyva olusumu, gelisimi ve
olgunlasmasi [37], kloroplast gelisimi, klorofil sentezi [38], partenokarpik meyva
olusumu [39], apikal dormansi [34], niikleik asit, protein ve enzim sentezi, enzim
aktivasyonu, kok olusumu [40], senesens [41], kambiyal aktivite, absisyon, strese

adaptasyon ve osmoregiilasyondur [34, 35].

Bitki gelisim diizenleyicilerinin tarimda oldukc¢a yaygin kullanilmasi [34], bu
bilesiklerin boceklerin gelisimi {lizerindeki etkilerinin neler olabilecegi sorusunu
giindeme getirmistir [42]. Bu konuda yapilan c¢aligmalar sonucunda beslenmeyi
engelleme (antifedant) [42, 43], diyapoza girmeyi engelleme [44], deformasyonlar ve
agirlik kaybi [45], morfolojik ve eseysel gelismeyi yavaglatma [45, 46], kisirlastirma
ve dogurganlig1 azaltma gibi etkileri oldugu tespit edilmistir [45, 47, 48-52]. Ayrica
BDG’ler konukgu bitki dokularinda ve besin igeriginde degisiklikler olusturarak bitki
dayanikliligmi arttirip lizerinde yasayacak bocekleri etkisizlestirmektedir [47, 53,
54]. BGD’ler insektisitlerin bitkiye penetrasyonu arttirarak [55] bu bitkiyle beslenen
bdceklerin dliimiine de sebep olurlar [47, 56]. Tiim bu 6zellikleri dolayisiyla bitki
gelisim diizenleyicilerinin bdcekleri baski altina almak amaciyla entegre pest

miicadelesi programlarinda kullanilabilecegi bildirilmistir [57]. Ancak bitki biiyliime



hormonlar1 da biyositler gibi besin zinciriyle ulastifi organizmalarda viicuttan
tamamen atilmayip dokularda depolanmakta ve fonksiyon bozukluklarina neden
olmaktadirlar [12, 13, 58]. Deneylerde konak ve parazitoidin makromolekiilleri
tizerindeki etkilerini arastirdigimiz  indol-3 asetik asit, bir bitki gelisim
diizenleyicisidir [33]. Kristal halde ilk olarak insan idrarindan Ko6gl ve arkadaslari
tarafindan 1934 yilinda izole edilmistir. Ertesi yi1l Thimann tarafindan Rhizopus
suinus Nielsen (Mucorales: Mucoraceae) kiiltiiriinden elde edilmistir [59, 60]. indol-
3-asetik asitin kesfinden sonra bu maddenin bitkilerde serbest halde bulundugu ve
yaygin oldugu kanitlanmistir [61, 62]. Glinlimiizde ise yalnizca yliksek
organizasyonlu bitkilerin degil, funguslarin ve bakterilerin de baz1 oksinleri

icerdikleri saptanmistir [63, 64].

Indol-3-asetik asitin i¢inde bulundugu oksin ailesi [33], cok cesitli fizyolojik etkilere
sahiptir. Bu etkiler, ¢evresel faktorlere, bitki tiirlerine, bitkinin yasina ve oksinlerin
derisimlerine bagl olarak degismektedir [33, 65]. Oksinler esas olarak, govde ve kok
ucu gibi meristematik dokularda, gen¢ yapraklarda, kotiledonlarda, ¢igeklerde ve
meyvelerde sentezlenmekte ve sentez bolgesinden asagiya dogru floem yoluyla
tasinmaktadir [33, 34]. Indol-3-asetik asit, embriyogenezden senesense kadar
gelisimin her evresinde etkilidir. Sekil 1.1°de kimyasal yapis1 gosterilen IAA’nin

kapali formiilii C10HoNO2, molar kiitlesi 175,18 g mol "dir [33].

0

OH

Irz

Sekil 1.1. Indol-3-asetik asitin kimyasal yapisi

Indol-3-asetik asitin bitkiler iizerindeki fizyolojik etkileri ¢cok cesitlidir [33]. Hiicre
ceperinin mekanik 6zelliklerini degistirerek hiicrenin uzamasini saglar. DNA, RNA ve

protein sentezini arttirir [59]. Mitoz boliinmede diizenleyicidir. Dokularda, enzim



sentezini ve aktivitesini arttirir. Diisiik yogunluklarda adventif kok ve esas kok
olusumunu arttirir [60]. Tomurcuk inhibisyonu ve apikal dominans iizerine etkilidir.
Tohum ¢imlenmesini tetikler, ¢igeklenmeyi arttirir ve disi ¢igek olusumunu tesvik
eder. Ayrica kambiyonal aktiviteyi ve odun dokusunun olusumunu arttirir [59].
Yaprak ve meyve dokiimii lizerine etkilidir. Partenokarpik meyve olusumuna neden
olur [33, 34 ,59].Tiim bunlarin yaninda gal olusturan bdceklerin saldirisinin bitki
yapraklarinda TAA miktarim1 arttirmasi, IAA’nin immiin yanitta da etkili oldugu

diisiincesini gliglendirmektedir [66, 67].

Hayvanlarda embriyonik gelisimde rolii olan TAA’nin farkli sentez yollar1 vardir.
Farede triptofandan triptamin; triptaminden de IAA sentezlenir. Triptaminin ana
metabolik {iriinii olan IAA, insanin merkezi sinir sisteminde triptaminin fonksiyonel
bir gostergesi olarak diisiiniilebilir [68, 69]. Esas sentez yollarina ilaveten, bakterilerle
infekte olmus bitkilerde indol-3-asetamid yoluyla da sentezlendigi ileri siiriilmektedir

[66, 67].

Boceklerde de IAA sentezi gergeklesir [70]. Ipek bdcekleri ile yapilan bir ¢alismada
triptofandan aktif IAA sentezlendigi bulunmstur. Bu sentez {i¢ basamakta
gerceklemektedir. Triptofandan  Oncelikle indol-3-asetaldoksim, indol-3
asetaldoksimden indol-3-asetaldehit ve en son basamakta da indol-3 asetaldehitten
IAA iretilmektedir. IAA miktarindaki artis geri besleme mekanizmasi ile sentezi

durdurmaktadir [70].

Drosophila melanogaster M. (Diptera: Drosophilidae) ve Bactrocera cucurbitae C.
(Diptera: Tephritidae) ile yapilan ¢alismalarda indol-3-asetik asit , absisik asit, kinetin,
gibberellik asit ve kumarin gibi bitki gelisim diizenleyicilerinin bdcek ilireme ve

gelismesi tizerinde toksik etkileri oldugu saptanmistir [71, 72].

Boceklerde morfogenez ve iireme hormonlarin kontrolii altindadir ve ii¢ hormon tipi
bliylime ve lireme isleminde gorevlidir [73]. Bunlar ekdisteroidler, jiivenil hormonlar
ve norohormonlar (ndropeptidler)’dir [74]. Ekdisteroidlerin tiimii kolesterol gibi
sterollerden (steroid alkollerden) tiiremislerdir [75-78]. Bocekler kendi viicutlarinda
sentezleyemedikleri bu sterolleri besinlerden almak zorundadirlar, ¢iinkii sterol
biyosentezi icin gerekli enzimleri kodlayan genlerden yoksundurlar [79, 80].

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



deri degistirme sirasinda gergeklesen morfolojik ve gelisimsel degisimleri yonettikleri
icin deri degistirme hormonlar1 olarak tanimlanirlar [81, 82]. Ekdizon protorasik
bezlerden hemolenfe salindiktan sonra yag cisimleri ve orta bagirsak gibi cevresel

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

Jitvenil hormonun metamorfozun kontrolii ve lireme gelisiminin diizenlenmesi olmak
tizere iki esas gorevi vardir. JH metamorfozu engelleyerek larval karakterlerin
stirdiiriilmesini saglar [73, 74]. Jiivenil hormonlar (JH-1, JH-II, JH-IIT VE JH-0), sinyal
molekiilleridir. Gelisimde ¢esitli roller {istlenen proteinlerin yag aktivasyonu yoluyla
islev goriirler. Lipid tabanli sinyal sistemlerinin ¢esitli hareket sekillerine sahiptirler ve

genellikle baglandiklar1 reseptor agisindan yiiksek secici degildirler [84, 85].

Norohormonlar bdocek hormonlarmin en genis smifidir. Genellikle peptidlerden
olustuklarindan noropeptidler olarak da adlandirilirlar. Bu protein mesajcilar bocek
gelisiminde, homeostazide, metabolizmada, tiremede ve JH tipleri ile ekdisteroidlerin
salgilanmasin1 da igeren bir¢ok asamada esas diizenleyicilerdir [73, 74].
Noropeptidler, ya sinir aksonlar1 boyunca ya da hemolenf araciligiyla uc effektor
organlara dogrudan ulasirlar veya diger endokrin bezler (korpora allata ve protorasik
bezler) iizerinde dolayli olarak kontrol uygularlar [86-88]. Bir polipeptit nérohormon
olan protoraksitropik hormon (PTTH), ekdizon ile birlikte etki olusturarak larvalarin
gomlek degistirmesini tetikler ve larvadan ergin evreye kadar siiren gelisme evrelerini
kontrol ederler [89, 90]. Juvenil hormon, PTTH hormonunun salinmasini engelleyerek

metamorfozu baskilar [91-93].

Hormonlar hedef dokularina viicut sivist ve hemolenf yoluyla ulagirlar. Cogunlukla
suda coziiniirler, fakat bazilar1 hemolenf igindeki proteinlere baglanarak tasinabilir;
ornegin birgok bdcekte ekdisteroid baglayan proteinler ve JH baglayan proteinler bu
hormonlarin taginmasindan sorumludurlar [73]. Hemolenf baglayici proteinler, hedef
dokular tarafindan hormonun alimimini kolaylastirarak, 6zgiin olmayan baglanmay1
azaltarak, hormonu parcalanma ve disar1 atilmadan koruyarak hormon seviyesinin
diizenlenmesine katki saglarlar [73, 74]. Diger maddelerin de bdcek dokularina

taginmas1 hemolenf araciliiyla olur.

Hemolenf; boceklerde iyonlari, molekiilleri ve hiicreleri barindiran dolagim sivisi

olmanin yanisira larvalarda hidrostatik iskelet gorevini de iistlenmistir. Genellikle agik



renkli veya renksizdir [94]. Hemolenf basincindaki bolgesel degisimler trake
sisteminin havalandirilmasi, viicut 1sismnin korunmasi, eski kiitikulanin yirtilip
cikarilmasi, ve yeni kiitikula olusturulmasinda biiyiik 6nem tagir [73]. Temel bileseni
plazma olan hemolenf ayn1 zamanda su deposu olarak da iglev goriir [94]. Plazma
icersinde inorganik iyonlar, yaglar, sekerler (0zellikle trehaloz), amino asitler,

proteinler, organik asitler ve diger bilesenler bulunmaktadir [94, 98].

Bocek hemolenfi yiiksek konsantrasyonda amino asit ve organik fosfat igerir.
Hemolenf proteinleri arasinda depolama gorevi olanlar (hekzamerinler) ve yag
tagtyanlar (lipoforin), demir (ferritin) yada JH ile kompleks olusturan proteinler
bulunur [95, 97]. Hekzamerinler, bircok bdcegin hemolenfinde yiiksek miktarda
bulunan biiyiik proteinlerdir ve bu proteinlerin pupa déneminde enerji ve amino asit
kaynagi olarak kullanildigr digiiniilmektedir [74, 94, 95]. Hemolenfte besin
maddelerinin depolanmasi ve dagitilmasi, fagositoz, enkapsiilasyon ve pihtilasma
olaylar1 hemositler tarafindan gergeklestirilir [73, 74]. Hemolenf atik maddelerin de
tastyicisidir. ' Yag cisimlerinde sentezlenen {irik asit Malpigi tliplerine hemolenf
aracigiyla tasinir [74, 94]. Yag cisimcigi tipik olarak gevsek tabakalar, seritler veya
hemosdl icinde uzanan hiicre loblarindan olusan beyaz veya sart renkli bir doku
olusturur [99]. Karbonhidrat, yag ve azotlu bilesiklerin metabolizmasi, glikojen, yag
ve protein depolanmasi, hemolenf sekerinin sentezi ve diizenlenmesi, temel hemolenf
proteinlerinin sentezi gibi metabolik olaylar yag cisimciklerinde gerceklestirilir [100].
Ozgiil depo proteinleri, holometabol bdceklerin son larval evreleri sirasinda yag
cisimcigi tarafindan sentezlenir ve metamorfozda pupalasma evresi sirasinda
kullanilmak {izere hemolenfte biriktirilir [73, 74]. Hemolenfte tasinan veya muhafaza
edilen karbonhidrat, protein ve yaglar hem bireyin kendisi i¢in, hem de herhangi bir
parazite veya parazitoide konaklik ediyorsa, onun icin enerji ve metabolit kaynagidir.
Calismada sectigimiz parazitoid 4. galleriae ve konak A. grisella arasindaki iliskide

de ayni durum sz konusudur.

Parazitoid A4. galleriae, Lepidoptera tiirlerinde koinobiont, soliter, larval
endoparazitoid bir tiirdiir. Bu parazitoidin konak olarak A. grisella’dan baska Galleria
mellonella, Achroia innotata ve Vitula edmandsae erken evre larvalarimi kullandig
tespit edilmistir [101-103]. Literatiirde 4. galleriae ile ilgili, taksonomik 6zelliklerini
[102], bir dereceye kadar gelisim biyolojisini [101], konak tiirlerin parazitoidin bazi



biyolojik 6zelliklerine etkilerini [103, 104] parazitoidin verim ve esey oranina
parazitoid-disi esdegeri konak sayisindaki artisin etkilerini [103, 105] ve farkl sicaklik
ve besin gesitlerinin ergin hayat uzunluguna etkilerini [106-109] gosteren caligsmalar
mevcuttur. Apanteles galleriae ile yapilan bir calismada, konak besin kalitesinin
degistirilmesinin, larval gelisim zamanini uzattig1, yasam siiresini kisalttig1, erkek esey
oranini arttirdigi, verimi diislirdiigii ve ergin boyunu kisalttig1 tespit edilmistir [106].
Ayrica A. galleriae’da mevsimsel yasama, yas ve yogunluga bagli iireme biyolojisinin
modellenmesi [110] ve A. galleriae ile parazitlenmis konagin toplam yag ve yag asidi
igeriginin belirlendigi ¢alismalar literatiirde mevcuttur [111]. IAA’in yliksek dozlar1 4.
galleriae’da toplam verimi, disi esey oranini, ergin boy uzunlugunu olumsuz

etkilemektedir [65].

Apanteles galleriae i¢in konak olarak, bal aris1 yetistiriciligi i¢in kozmopolit bir zararl
olan kiigiik balmumu giivesi 4. grisella kullanildi. Kiiglik balmumu giivelerine dogada
bal aris1 kolonilerinin ve dolayisiyla meyve agaclarinin bulundugu yerlerde rastanir.
Disileri yumurta birakmak i¢in alacakaranlikta ar1 kovanlaria girerler. Yumurtalarini
kovandaki yarik ve catlaklara birakirlar. Yumurtadan ¢ikan larvalar balmumu ve polen
artiklari ile beslenirler. Ozellikle rengi koyulasmis eski peteklerde uzun agh galeriler
acarak biiylik ¢apta tahribata neden olurlar. Hatta ¢ogu zaman, ar1 puplarini da agla
kaplayarak acilmalarini Onlerler [112]. A.grisella biiyiik bal mumu giivesi G.
mellonella’ya gore yap1 olarak daha kiiciiktiir. A.grisella, kovan catlak ve deliklerden
daha kolay girmesine ragmen larval gelisimi boyunca daha az petek tiikettiginden

bliyiik bal mumu giivesinden daha az zararhidir [113-115].



2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Bocekhane

Bocekhane olarak 1,93 x 2,40 x 3,00 ve 1,37 x 2,20 x 3,00 metre boyutlarinda
birbirinden farkli iki oda kullanildi. Deneyler siiresince bocekhanelerde, 25+2 °C
sicaklik, %6045 bagil nem ve 12:12 saat A:K (Aydinlik:Karanlik) fotoperiyot sartlar
devam ettirildi. Sicaklik termostatli radyator kullanilarak, nem seviyesi SINBO
marka soguk buhar makinesi kullanilarak korundu. Sicaklik ve nem, termometre ve
higrometre ile devamli olarak takip edildi. Aydinlik ve karanlik siiresi zaman ayarl
fotoperiyot cihazi ile ayarlandi. Indol-3-asetik asit uygulamalar1 aym kosullara sahip

ayr1 bir odada ve karanlikta yapildi.
2.2. Achoria grisella Kiiltiirii

Deneylerde kiiciik balmumu giivesi, 4. grisella’nin larvalar1  kullanildi. 4.
grisella’nin laboratuar siiksesif kiiltiirlerinin kaynagini, Kocaeli Universitesi Hayvan
Fizyolojisi Arastirma laboratuvarindan alinan ve ig¢inde A. grisella’ya ait larva, pup
ve erginler bulunan ¢ekirdek kiiltiir olugturdu. Bu larva, pup ve erginler bir arada,
dogal petek ve yar1 sentetik besin igeren, agzi hava sirkiilldssyonunu Onlemeyecek
sekilde bez ile kapatilmis, ¢esitli hacimlerdeki kavanozlara konularak 4. grisella stok
kiiltiirli olusturuldu. A. grisella stok kiiltiirii Bronskill [116] besinindeki kepek orani
degistirilerek modifiye edilen [117] besin ortaminda devam ettirildi. Bronskill’in
[116] onerdigi besin igerigi ve Sak ve Uckan [117] tarafindan yapilan degisiklik
Tablo 2.1°de verilmektedir.

Tablo 2.1. Bronskill besin igeriginde yapilan degisiklik

Besin Icerigi Bronskill Besini Kullanilan Besin
Ufalanmig Petek 200 g 200 g

Kepek 500 g 860 g

Stizme Bal 150 mL 150 mL

Gliserin 300 mL 300 mL

Saf Su 150 mL 150 mL




Laboratuarda A. grisella stiksesif kiiltiirleri olugturmak i¢in her giin stok kiiltiirden
aliman 3-5 adet en cok iki giin yash disi ve erkek A4. grisella erginleri, yukarida
belirtildigi gibi, igerisinde besin bulunan bir litrelik cam kavanozlar i¢ine birakildi.
Kavanozlarin agzi hava sirkiilassyonunu 6nlemeyecek sekilde bez ve iistiine yaklasik
elli kadar ince delik agilmis metal kapaklar (larvalarin bezi delip kagmalarini
onlemek amaciyla) ile kapatildi. Stok ve siiksesif kiiltliir kavanozlarina populasyon
yogunluguna bagl olarak azalan A. grisella besinini karsilamak i¢in zaman zaman
yeterli miktarda yar1 sentetik besin ve balsiz, kuru, siyahlagmis petek ilave edildi.
Siiksesif A. grisella kiiltiirlerini kurma iglemine, hem kiiltiiriin devamin1 saglamak
hem de deneylerde kullanilacak larvalar1 verecek erginleri elde etmek i¢in deneyler

boyunca devam edildi.
2.3. Apanteles galleriae Kiiltiirii

Deneylerde parazitoid olarak koinobiont, soliter ve erken evre larva parazitoidi 4.
galleriae kullanildi. A. galleriae stok kiiltiirii kendi laboratuarimizda yetistirilen
erginlerden olusturuldu. Parazitoidin siiksesif kiiltiirlinii olusturmak i¢in 1-2 giin
yash disi ve erkek A. grisella erginleri kullamldi. Oncelikle, balsiz kuru siyahlasmus
petek bulunan bir litrelik cam kavanozlara bes disi ve bes erkek konak ergini
birakildi. Konagin yumurtadan larvaya kadar olan gelisim siireci dikkate alinarak ve
parazitoidlere yeterince erken evre konak larvasi saglamak icin A. grisella
erginlerinin bulundugu kavanozlara yedi giin sonra beser adet en ¢ok 1-2 giin yash
ergin parazitoid disi ve erkegi birakildi. Cam kavanozlarin iizeri hava sirkiilasyonunu
onlemeyecek sekilde bez ve iistiine delikler agilmis metal kapaklar ile kapatildi.
Belirtilen kiiltiir kurma islemleri her giin tekrarlanarak parazitoidin siiksesif stok
kiiltiirleri olusturuldu ve deneyler boyunca devam ettirildi. S6z konusu kiiltiirlerden
elde edilen erginlerin bir kismi1 parazitoid kiiltiiriiniin devaminda, bir kism1 da deney

gruplarinin olusturulmasinda kullanilda.
2.4. Achoria grisella Deney Gruplari ve Hemolenf Ornekleri Eldesi

Her biri 1 g kararmis petek bulunduran 210 mL hacimli kavanozlara ciftlesip
yumurta birakmalar1 i¢in 1-2 giinliik 1Q-18 ergin birey birakildi. Uzerleri
havalanmay1 engellemeyecek kalinlikta bir bezle ortiildiikten sonra bir ka¢ yerinden

delinmis kapaklarla kavanozlar kapatildi. Ug giin sonra ergin bireyler kavanozlardan
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alindi, yedinci giinde kavanozlar kontrol edildi ve yumurtadan ¢ikmis larvalarin
goriildiigi kavanozlara farkli IAA dozlarindan (2, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1000
ppm) besin ilave edilerek, her bir dozdan beser kavanoz olacak sekilde deney serileri
olusturuldu. Deney serileri 25+2 °C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12:12 saat
(Aydinlik:Karanlik) fotoperiyot sartlarina sahip ortamda muhafaza edildi. Her bir
deney serisi tiger kez farkli zamanlarda kurularak deneyde kullanilacak olan bireyler
yetistirildi. Deney gruplarina verilecek olan besinler hazirlanirken 4,6 g sentetik
besine 0,4 mL [AA ¢ozeltisi eklendi. Kontrol grubu i¢in 0,4 mL IAA yerine ayni
miktarda saf su eklendi. Deney serileri yedi giinliik periyodlarla hemolenf 6rneklerini

alinincaya dek beslenmeye devam edildi.

Deney gruplarinin olusturulmasinin 38-42. giinlerinde larvalar 0,02- 0,04 mg agirliga
ulastiklarinda, her bir doz icin farkli kavanozlardan rastgele altmigar birey secildi.
Segilen larvalar 1 dakika buzdolabinda bekletildi ve sogutulmus %70’lik etil alkolle
temizlendikten sonra soguk distile su ile yikandi. Hemolenf almak i¢in iigiincii 6n
bacak bolgesinden ince uclu diseksiyon ignesiyle delindi. Disar1 ¢ikan hemolenften 3
pl hemolenf mikrokapiller tiip ile ¢ekildi. Steril ve i¢inde 0,005 g N-phenylthiourea
[104] (SigmaAldrich) bulunan mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Tiipler -20 °C

sicaklikta analiz yapilincaya kadar muhafaza edildi.
2.5. Apanteles galleriae Deney Gruplari ve Parazitoid Larvalar1 Eldesi

Her birine 1 g kararmis petek eklenmis 210 mL hacimli kavanozlara ciftlesip
yumurta brrakmalart i¢in 1-2 giinliik 19-13 A. grisella erginleri birakildi. Uzerleri
havalanmay1 engellemeyecek bir bezle ortiildiikten sonra bir kag¢ yerinden delinmis
kapaklarla kavanozlar kapatildi. Ug giin sonra ergin bireyler kavanozlardan alind,
yedinci giinde kavanozlar kontrol edildi ve yumurtadan ¢ikmis larvalarin goriildigii
kavanozlara 39-33 A. galleria erginleri birakild1 ve iki giin erken evre larvalarim
parazitlemeleri i¢in beklendi. Ardindan her bir IAA dozundan (2, 5, 10, 50, 100, 200,
500, 1000 ppm) besin ilave edilerek, her bir dozdan beser kavanoz olacak sekilde
deney serileri olusturuldu. Deney serileri 25+2 °C sicaklik, %60+5 bagil nem ve 12:
12 saat (Aydinlik:Karanlik) fotoperiyot sartlarina sahip ortamda muhafaza edildi.
Her bir deney serisi li¢ kez farkli zamanlarda olusturularak deneyde kullanilacak olan

bireyler yetistirildi. Deney gruplarina verilecek olan besinler hazirlanirken 2,3 g
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sentetik besine 0,2 mL TAA ¢ozeltisi eklendi. Kontrol grubu i¢in 0,2 mL TAA
¢Ozeltisi yerine ayn1 miktarda saf su eklendi. Deney serileri yedi giinliik periyodlarla

hemolenf 6rneklerini alinincaya dek beslenmeye devam edildi.

Deney gruplarinin olusturulmasimnin 31-34. giinlerinde konak larvalar1 farkl
kavanozlardan rastgele secilerek toplandi. Bag kapsiilii ile birinci torasik segmentin
arasindan stereomikroskop altinda jilet yardimiyla kesilerek icinden parazitoid
larvas1 c¢ikarildi. Her bir doz icin altmisar larva direkt olarak steril 2 mL
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak protein, yag ve glikojen dl¢iimleri i¢in dondurularak
ve altmigar birey de steril 2 mL mikrosantrifiij tiiplerindeki 0,5 mL %10’luk soguk
TCA (trikloroasetik asit) [119] i¢inde dondurularak -20 °C’de analiz yapilincaya

kadar muhafaza edildi.
2.6. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Yag Miktari

Yag miktar1 belirlenmesinde oncelikle standart egri ¢izildi. Bunun i¢in musir yagi
(Sigma-Aldrich) 1 mg/mL kloroform i¢inde ¢oziilerek stok hazirlandi. Stoktan 5, 10,
20, 30, 40 ve 50 pL alarak farklh tiiplere aktarildi ve kloroform tamamen
buharlasincaya kadar 90 °C’de bekletildi. Tiiplere 40 uL H,SO, eklendi ve 1 dakika
vorteks (IKA 3 MS BASIC) yardimiyla karigtirildi. Tiipler 90 °C’de 2 dakika daha
bekletildikten sonra buzda sogutuldu. Sogutulan her bir tiip igerisine Van Handel
[120]’in yontemiyle hazirlanmis vanilin (Merck)-fosforikasit (Merck) reaktifi ilave
edilerek 30 dakika oda sicakliginda birakildi ve renk olusumu saglandi. Tiipler tekrar
vorteks ile karistirildiktan sonra kiivetlere aktarildi ve Shimadzu UV-mini 1240
model spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda kore karsi okundu. Bu islemler,
her standart ¢ozelti konsantrasyonu icin ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen absorbans

degerleri ile Sekil 2.1” deki yag standart egrisi ¢izildi.

Toplam yag miktarinin belirlenmesinde Olson ve arkadaglarinin [121] Van Handel
[120-122]’den uyarladiklar1 yontem kullanildi. Analiz agamasina kadar -20 °C’de N-
phenylthiourea icinde bekletilen hemolenf Grnekleri +4 °C’de Beckman Coulter
Microfuge 22 R Marka satrifiijde 10.000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
Stipernatant kisminin tamami alindi ve Onceden buzda sogutulmus 2 mL
mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Her bir tiip etiketkendi. Etiketlenen hemolenf

orneklerinin i¢inden alinan 1 pl 6rnek yag tayini i¢in kullanildi, geri kalan hemolenf
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diger tayinler i¢in muhafaza edildi. Alinan 1 pl hemolenf temiz bir tlipe aktarildi ve
tizerine 50 uL %?2’lik Na,SO, eklendi. Vorteks ile karistirildiktan sonra iizerine 450
uL kloroform-metanol (1:2) karisimi ilave edildi ve tekrar karistirildi. Bu islemin
ardindan 14.000 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiijlendi ve siipernatanttan 200 pL
yeni bir tlipe aktarildi. Cozelti tamamen buharlagincaya kadar 90 °C’de bekletildi.
Uzerine 40 uL H,SO, eklendi ve 1 dakika vorteks yardimiyla karistirildi. Tiipler 90
°C’de 2 dakika daha bekletildikten sonra buzda sogutuldu. Sogutulan her bir tiip
igerisine Van Handel ’in yoOntemiyle hazirlanmis vanilin (Merck)-fosforik asit
(Merck) reaktifi ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda birakildi ve renk olusumu
saglandi. Tipler tekrar vorteks kullanilarak karigtirildi. Kiivetlere aktarildi ve
spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda kore karst okundu. Toplam toplam yag

konsantrasyonu standart egrisi kullanilarak yag miktar1 hesaplandi.
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Sekil 2.1. Yag miktariin belirlenmesinde kullanilan standart egri
2.7. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Protein Miktar:

Protein Miktar1 belirlenmesinde Oncelikle standart egri ¢izildi. Bunun i¢in saf sigir
serum albumini (BSA) (Merck) 1 mg/mL stok ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 5,
10, 15, 20, 25 pL alinarak ve 500 pL’ye saf su ile tamamlanarak degisik
yogunluklarda saf protein c¢ozeltileri olusturuldu. Ardindan 500 pL Bradford ayraci
eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi [123]. Ardindan kiivetlere aktarilarak
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spektrofotometrede 595 nm’de kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerleri ile

Sekil 2.2 deki protein standart egrisi ¢izildi.
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Sekil 2.2. Protein miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart egri

Protein miktarinin belirlenmesi amaciyla analiz asamasma kadar, -20 °C’de N-
phenylthiourea icinde bekletilen hemolenf 6rnekleri +4°C’de 10.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildi. Silipernatant kisminin tamami alindi ve O6nceden buzda
sogutulmus 2 mL mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Her bir tiip etiketkendi.
Etiketlenen hemolenf 6rneklerinin i¢inden 1 pl 6rnek alindi ve lizerine 49 pl saf su
eklendi. Vorteks ile karigtirildiktan sonra 50 pl Ornekten bir baska tiipe 10 pl
aktarildi. Uzerine 490 pl saf su ve protein tayini i¢in 500 ul Bradford ayiraci
eklenerek vorteks yardimiyla karistirildi. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek renk
degisimi saglandi. Sonrasinda spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda kore karsi
okutuldu ve elde edilen degerler kaydedildi. Sonuclar protein miktarinin sulandirilma
katsayisina dikkat edilerek ve toplam protein miktar1 standart grafigi esas alinarak

hesaplandi.
2.8. Achoria grisella Larval Hemolenfinde Toplam Seker Miktar:

Seker miktarmin belirlenmesinde oncelikle saf glukoz (Merck) kullanilarak
konsantrasyonu 1 mg/mL olan stok ¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden
1, 5,10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 ul alindi ve 1 mL’ye saf su kullanilarak tamamlandi.

Hazirlanan c¢ozeltilerin 200 pl’si mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Bu tiipler
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iclerindeki ¢ozeltilerin yaklagik 50 pl’si kalana kadar 90 °C’de bekletildi. Tiiplerin
igerisine 950 pl antron reaktifi (Fluka) eklenerek 90 °C’de 15 dakika daha bekletildi
ve renk olusumu gozlendi. Icerik kiivetlere aktarildi ve spektrofotometrede 625 nm
dalga boyunda kore karsi okundu. Bu islemler her standart ¢ozelti konsantrasyonu
icin ii¢ kez tekrarlandi. Elde edilen absorbans degerleri ile sekil 2.3°deki standart

glukoz egrisi ¢izildi.

Seker miktarinin belirlenmesi i¢in, Van Handel metoduna gore [124] daha 6nce yag
miktarinin belirlenmesi sirasinda stok olarak ayrilan ve etiketlenen hemolenf
orneklerinin iginden 1 pl 6rnek alindi ve steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.
Uzerlerine 50 puL Na,SO, eklendi. Vorteks ile karistirildi ve iizerine 450 uL
kloroform-metanol (1:2) eklendi ve tekrar karistirildi. Ardindan 14.000 rpm +4C 2
dakika santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pL alindi ve yeni bir tiipe aktarildi.
Cozelti 50 pL kalincaya kadar 90 °C’de bekletildi. Uzerine 950 uL antron ayraci
eklendi ve 15 dakika daha 90 °C’de bekletildi. Buzda sogutulduktan sonra vorteksle
kanistirildi ve kiivetlere aktarilarak 625 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore
kars1 okutuldu ve absorbans degerleri kaydedildi. Kaydedilen degerler sekil 2.3°de

gosterilen standart egriye gore hesaplanarak seker miktar1 belirlendi.

0,6
y = 0,0104x - 0,0067

0,5 R*=0,9978

0,4

0,3

0,2

Ansorbans 625 nm

0,1

0 10 20 30 40 50 60
Glikoz miktan

Sekil 2.3. Seker miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart egri
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2.9. Apanteles galleriae Larvasinda Toplam Yag Miktari

Yag Miktar1 belirlenirken kullanilan A. galleriae larvalar1 oncelikle homojenize
edildi ve sonra yag miktarmin dl¢iimii yapildi Iglerinde parazitoid larvalarim
barindiran tiiplere ikiser adet 3mm capinda tungsten karpit bilye atildi. Tiiplere 50
uL Na,SO, eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser LT model homojenizatérde 50
Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Uzerine 450 uL kloroform-metanol (1:2)
eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de homojenizasyona devam edildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra bilyeler tiiplerin icinden dikkatlice ¢ikarildi. Homojenat +4
°C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi. Stipernatanttan 200 pL alind1 ve
yeni bir tlipe aktarildi. Cozelti tamamen buharlasincaya kadar 90 °C’ bekletildi.
Tiiplere 40 uL H,SO, eklendi ve 1 dakika vorteks yardimiyla karistirildi. Tiipler 90
°C’de 2 dakika daha bekletildikten sonra buzda sogutuldu. Sogutulan her bir tiip
icerisine Van Handel [120]’in yontemiyle hazirlanmis vanilin (Merck)-fosforik asit
(Merck) reaktifi ilave edilerek 30 dakika oda sicakliginda birakilarak renk olusumu
saglandi. Tipler tekrar kanstirildiktan sonra igerik kiivetlere aktarildi ve
spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda kore karsi okundu. Absorbans degerleri
kaydedildi. Toplam toplam yag konsantrasyonu standart egrisi kullanilarak yag

miktar1 hesaplandi.
2.10. Apanteles galleriae Larvasinda Toplam Protein Miktari

Protein miktar1 tayininde kullanilmak tizere -20 °C’de %10’luk TCA iginde
bekletilen parazitoid larvalari miktarin belirlenmesi i¢in dncelikle Plummer 1971
[119] yonteminde tarif edilen sekilde saflastirildi. Bunun i¢in 500 pL TCA (%10)
¢ozeltisin bulunan mikrosantrifiij tliplerine ikiger adet 3 mm ¢apinda tungsten karpit
bilye atildi ve 5 dakikada bir sogutularak 30 dakika boyunca homojenize edildi.
Homojenat1 3500 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.
Boylelikle TCA icinde ¢oziilmiis olan glikojen ve seker uzaklastirimis oldu.
Ardindan yaglerin de uzaklastirilmasini saglamak amaciyla pelletin tizerine iizerine
500 pl etil alkol (%96) ilave edildi. Pelletin alkol i¢inde iyi ¢dziinmesi ve alkolun
etkisinin artmas1 amaciyla 10 dakika daha homojenize edildi. Homojenat, 3.500
rpm’de 15 dakika daha santrifiij edildi. Ve yagleri i¢inde barindiran siipernatant

kisim uzaklastirildi. Elde edilen protein pelletin kurumasi i¢in 37 °C etiivde
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bekletildi. Kuruyan pellete 500 pl saf su ilave edildi. Vorteks yardimiyla iyice
¢Oziinene dek karistirildi. Elde edilmis saf protein ¢ozeltisinden 50 pl alinarak temiz
bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 450 pl saf su ilave edildi ve karigtirildi.
Protein tayini i¢in lizerine 500 pl Bradford ayraci eklendikten sonra 5 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Tiipler tekrar vorteks kullanilarak karigtirildiktan sonra igerik
kiivetlere aktarildi ve spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda kore karsi okundu.
Absorbans degerleri kaydedildi. Protein miktar1 standart egrisi kullanilarak sonug

hesaplandi.
2.11. Apanteles galleriae Larvasinda Toplam Seker Miktari

Seker miktarin1 belirlemek i¢in -20 °C’de muhafaza edilen iginde parazitoid
larvalarin1 barindiran tiiplerin iglerine 2 adet 3 mm tungsten karpit bilye atildi.
Tiiplere 50 pL Na,SO, eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser LT model
homojenizatérde 50 Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Uzerine 450 uL
kloroform-metanol (1:2) eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de homojenizasyona
devam edildi. Bu islem tamamlandiktan sonra bilyeler tiiplerin i¢inden dikkatlice
cikarildi. Homojenat +4 °C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Siipernatanttan 200 pL alindi ve yeni bir tiipe aktarildi. Cozelti 50 pL kalincaya
kadar 90 °C’de bekletildi. Uzerine 950 uL antron ayraci eklendi ve 15 dakika daha
90 °C’de bekletildi. Buzda sogutulduktan sonra vorteks ile karistirildi ve kiivetlere
aktarilarak 625 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi okutuldu ve
absorbans degerleri kaydedildi. Toplam seker miktar1 standart egrisi kullanilarak

seker miktar1 hesaplandi.
2.12. Apanteles galleriae Larvasinda Glikojen Miktari

Glikojen Miktar1 belirlenmesinde dncelikle saf glikojen (Sigma-Aldrich) kullanilarak
konsantrasyonu 1 mg/mL olan stok ¢dzelti hazirlandi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden
1, 5,10, 25, 50, 75, 100 pl alind1 ve antron reaktifi kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi.
15 dakika 90 °C’de bekletildikten sonra tekrar vorteks yardimiyla karigtirildiktan
sonra buzda sogutuldu. 625 nm dalga boyunda kore karsi okutuldu. Elde edilen

absorbans degerleri ile standart egri ¢izildi.
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Sekil 2.4. Glikojen miktariin belirlenmesinde kullanilan standart egri

Toplam glikojen miktarinin tayini i¢in -20 °C’de muhafaza edilen i¢inde parazitoid
larvalarin1 muhafaza ederken kullanilan tiiplerin iclerine ikiser adet 3 mm tungsten
karpit bilye atildi. Tiiplere 50 uL. Na,SO, eklendi ve QIAGEN Marka TissueLyser
LT model homojenizatérde 50 Hz’de 5 dakika boyunca homojenize edildi. Uzerine
450 pL kloroform-metanol (1:2) eklendi ve 25 dakika daha 50 Hz’de
homojenizasyona devam edildi. Bu islem tamamlandiktan sonra bilyeler tiiplerin
icinden dikkatlice ¢ikarildi. Homojenat +4 °C’de ve 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi. Siipernatanti uzaklastirildi ve pelletin tamamen kurumasi igin 90 °C’de
bekletildi. Kuruyan pellet spatiille ezildi. Van Handel [122, 123] metoduna gore
tizerine 1 mL antron reaktifi eklendi ve 10 dakika boyunca vorteks yardimiyla
pelletin reaktif i¢inde dagilmasi saglandi. 15 dakika 90 °C’de bekletildikten sonra
tekrar karistirildi ve buzda sogutuldu. 625 nm dalga boyunda kore kars1 okutuldu.
Elde edilen absorbans degerleri kaydedildi.

2.13. istatistik

Konak ve parazitoid iizerinde yapilan 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm
dozlarinda IAA uygulamasinin bir deneysel uyari olarak basarisini anlamak igin,
oncelikle grup ortalamalarinin farkli olup olmadigini test eden tek yonlii varyans
analizi yapildi. Test sonucunda anlamlilik degerinin 0,05’den kiigiik oldugu

(P<0,05) belirlendi ve bu nedenle ortalamalar arasinda farklilik olduguna karar
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verildi. Ortalamalar arasindaki farkliliklarin niceliginin belirlenmesinde homojen
olmayan verilerin analizinde kullanilan bir post-hoc yontemi olan Tamhane T2 testi

yapildi. Veri analizinde SPSS istatistik programi (SPSS, versiyon 18.0) kullanildi.
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3.BULGULAR

Elde edilen sonuglar IAA uygulamasinin konak larval hemolenfinde toplam protein,
toplam yag, toplam seker miktari; parazitoid larvasinda toplam protein, toplam yag,
toplam seker ve glikojen miktar {izerinde etkili oldugunu gosterdi. Konak larval

hemolenfine ait bulgular Tablo 3.1°de, parazitoid larvasina ait bulgular Tablo 3.2°de

verildi.

Tablo 3.1: IAA-etkisiyle Achoria grisella hemolenfinde toplam protein, toplam yag
ve toplam seker miktarlarindaki degisimler (pg/ul)

IAA Achoria grisella
ppm
Hemolenf Toplam Hemolenf Toplam Hemolenf Toplam
Protein? Yag® Seker?
(Ortalama £SH)° (Ortalama £SH)° (Ortalama £SH)°
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£13,78¢ 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+2,72¢ 224.31+7,75ad 55,314+2,15b
1000 156,54+2,30b 191,90+12,44bcde 70,33+1,66ac

*Her bir kolonda bulunan ayni harfler anlamli degisiklik olmadigin1 ifade eder (P>0.05).
bn= 60

Konak larval hemolenfinde toplam protein miktar1 konrol grubunda ortalama
101,75+2,58 pg/uL iken; 2 ppm’de, 161,69+2,07 pg/uL, 5 ppm’de 139,88+1,21
ug/uL, 50 ppm’de 168,60+1,31 pg/ul, 100 ppm’de 178,354+0,55 ug/uL, 200 ppm’de
153,53+1,84 pg/ul, 500 ppm’de 136,86+2,72 ug/uL, 1000 ppm’de 156,54+2,30
ng/uL seviyesine yiikseldi (F=196,254; sd=8, 531; P=0,000).
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Sekil 3.1. A. grisella hemolenfinde toplam protein miktarindaki degisimler

A. grisella Hemolenfinde Yag Miktan
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Sekil 3.2. A. grisella hemolenfinde toplam yag miktarindaki degisimler

Konak larval hemolenfinde toplam yag miktar1 kontrol grubunda ortalama
261,34+15,73 pg/uL iken 5 ppm’de 184,95+11,38 pg/uL, 10 ppm’de 146,41+13,7
ug/ul, 200 ppm’de 171,06£7,54 pg/uL ve 1000 ppm’de 191,90+12,44 ng/ul
seviyesine diistii (F=9,021; sd=8, 531; P=0,000).
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Sekil 3.3. 4. grisella hemolenfinde toplam seker miktarindaki degisimler

Konak larval hemolenfinde toplam seker miktar1 kontrol grubunda ortalama
66,13+2,61 pg/ul iken; 100 ppm’de 102,38+3,14 ug/ul; 200 ppm’de 98,78+2,58
ng/ulL seviyesine yiikseldi (F=58,139; sd=8, 531; P=0,000). Bununla beraber 10
ppm’de 62,32+1,81 pg/uL, 50 ppm’de 57,51+1,74 pg/uL, 500 ppm’de 55,314+2,15

ng/uL (F=58,139; sd=8, 531; P=0,000) seviyesine diistii (Sekil 3.3).

Tablo 3.2. IAA-etkisiyle Apanteles galleriae larvasinda toplam protein, toplam yag
ve toplam seker miktarlarindaki degisimler (pg/pl)

IAA Apanteles galleria
pPPM | Toplam protein® | Toplam yag? Toplam seker® Glikojen®
(Ortalama £SH)® | (Ortalama +SH)® | (Ortalama +SH)® | Ortalama
+SH)®
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
7,73£0,09b 48,67+1,50c 6,91+0,09¢ 15,73+0,36¢
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+0,20¢
500 | 6,44+0,10ce 37,90+1,81a 4,17+0,03¢ 18,05+0,18b
1000 | 4,15+0,01g 57,51+0,96b 4,46+0,04b 21,94+0,57ad

2Her bir kolonda bulunan ayni harfler anlamli degisiklik olmadigini ifade eder (P>0.05).

bn= 60
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Konak larval hemolenfi ile beslenmek sureti ile dolayli olarak IAA’ya maruz kalan
parazitoidin toplam protein seviyesi kontrol grubunda ortalama 7,54+0,18 pg/uL
iken, 5 ppm’de 7,7340,09 pg/pL 100 ppm’de 8,944+0,01 pg/puL seviyesine yiikseldi
(F=106,904; sd=8, 531; P=0.000). Bununla beraber toplam protein seviyesi
ortalamast 10 ppm’de 5,61+0,17 pg/uL, 50 ppm’de 5,85+0,15 pg/uL, 500 ppm’de
6,44+0,10 pg/ul ve 1000 ppm’de 4,15+0,01 ug/uL degerlerine diistii (£=106,904;
sd=8, 531; P=0.000) (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. A. galleriae larvasinda toplam protein miktarindaki degisimler

Parazitoidin toplam yag miktar1 kontrol grubunda ortalama 40,66+0,61 pg/pL iken 5
ppm’de 48,67£1,50 pg/uL, 50 ppm’de 5,85+0,15 pg/ulL, 100 ppm’de 8,94+0,01
ug/uL, 200 ppm’de 7,07+0,14 pug/uL, 1000 ppm’de 4,15+0,01g pg/uL seviyesine
diistli (F=38,284; sd=8, 531; P=0,000) (Sekil 3.5).
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A. galleriae Larvasinda Yag Miktan
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Sekil 3.5. A. galleriae larvasinda toplam yag miktarindaki degisimler

Parazitoid larvalarinda toplam seker miktar1 kontrol grubunda ortalama 5,05+0,14
png/ulL iken, 2 ppm’de 4,46+0,08 ug/uL, 500 ppm’de 4,17+£0,03 pg/uL ve 1000
ppm’de 4,46+0,0 ng/ulL seviyesine diisti. Bununla beraber 5 ppm’de 6,91+0,09
pg/uLl, 100 ppm’de 8,114+0,23 pg/uL, 200 ppm’de 6,67+0,14 ng/uL seviyesine diistii
(F=101,923; sd=8, 531; P=0,000) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. A. galleriae larvasinda toplam seker miktarindaki degisimler

IAA muamelesi parazitoidin glikojen seviyesinde kontrol grubunda ortalama
22,45+0,61 pg/uL iken, 2 ppm’de 17,97+0,21 pg/ul, 5 ppm’de 15,73+0,36 pg/uL,
50 ppm’de 13,55+0,60 pg/uL ve 500 ppm’de 18,05+£0,18 pg/uL seviyesine diistii,
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bununla beraber yalmizca 200 ppm dozunda ortalama deger 27,67+0,20 pg/uL
seviyesine yiikseldi (F= 106,361; sd=8, 531; P=0,000) (Sekil 3.7).

A. galleriae Larvasinda Glikojen Miktari
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Sekil 3.7. A. galleriae larvasinda toplam glikojen miktarindaki degisimler
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4. TARTISMA

Bitki gelisim diizenleyicileri ile yapilan calismalarda, bu bilesiklerin bocekler
tizerinde; beslenmeyi engelleme (antifedant) [42,43], diyapoza girmeyi engelleme
[44], deformasyonlar ve agirlik kaybi [45], morfolojik ve eseysel gelismeyi
yavaslatma [45, 45], kisirlik ve dogurganlig1 azaltma etkileri oldugu tespit edilmistir
[45, 47, 48-50]. Ayrica embriyonik gelismede, eseysel verimlilikte, yumurta verimi
ve aciliminda etkili olduklar1 bildirilmistir [22,23]. Bu c¢alismalar, BGD’lerin,
boceklerin karbohidrat, yag, proteinler gibi temel metabolitlerindeki degisimlerde ve
hormonal diizenleme mekanizmalarinda potansiyel etkilerinin olduguna isaret
etmektedirler. Cilinkii boceklerde morfogenez ve iireme, hormonlarin kontrolii
altindadir ve bitki gelisim diizenleyicileri hemolenfte baglayici proteinler ve endojen

hormonlar ile etkilesime girerler [20].

Elde edilen sonuglar IAA uygulamasinin hem konak larval hemolenfinin hem de
parazitoid larvasinin protein, yag ve karbonhidrat miktarlar1 tizerinde etkili oldugunu
gosterdi. Konak larval hemolenfindeki protein miktar1 lizerinde 2, 5, 10, 50, 100,
200, 500, 1000 ppm IAA dozlar arttirici etki yaparken, parazitoid larvalarinda 100
ppm IAA dozu arttirici, 2, 10, 50, 500 ve 1000 ppm [AA dozlar azaltic1 etki yapti.
[AA’nin konak ve parazitoitte farkli etki gostermesinin, metabolik ve hiicresel
olaylarin tiire 6zgii olusundan kaynaklandig1 diisiiniilebilir [73, 74]. Her bocegin
gelisim siiresi birbirinden farklidir. Protein miktar1 gelisim siiresince, bocegin i¢inde
bulundugu larval evreye bagli olarak degismektedir. Hemolenf O&rneklerinin
toplandig1 zaman konagin 25 °C sicaklikta metamorfoza girmesine 14-18 giin kalmis
olmasina ragmen, parazitoid ornekleri toplandig1 zaman, parazitoid larvalarinin 25
°C sicaklikta metamorfoza girmesine 1-3 giin kalmistir. Metamorfoza zaman
bakimindan esit uzaklikta olmamalar1 IAA’nin protein miktar1 tizerindeki etkilerini

degistirmis olabilir.
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Muz sinegi Zaprionus paravittiger ile yapilan bir calismada yumurtalar ¢atladiktan
63 saat sonra larvalarin besinine 1000, 2000 ve 4000 ppm dozlarinda GAs eklenmis
ve larvalarin 30-40 saat GAsz’e maruz kalmasi saglanmistir. Kaur ve Rup bu
calismalarinin sonucunda 1000 ppm GA3’in protein miktarinda artisa sebep oldugunu
bildirmislerdir [125]. Calismada 2, 5, 10, 50, 100, 200, 500, 1000 ppm IAA’ya maruz
kalan konak hemolenfinde protein miktar1 arttr. Ancak bir oksin olan IAA’nin, bir
giberellin olan GAs3 ile bocekler iizerinde fizyolojik olarak ayni etkiye sahip olup

olmadig ile ilgili literatlirde bir ¢aligmaya rastlanmamustir.

IAA’nm bitkilerde DNA ve RNA sentezini arttirdigl, mitoz bdliinmede diizenleyici
oldugu ve dokularda enzim sentezi ve enzim aktivitesini arttirdig1 bilinmektedir [59].
Literatiirde TAA’nin boceklerdeki mRNA sentezine etkisi ile ilgili bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Vierstraete ve arkadaslarinin Drosophila melanogaster’in larval
hemolenf proteinlerini belirledikleri ¢aligmalarinda boceklerde gelisim evresine bagl
olarak seyir eden protein sentezleme kapasitesindeki degisimlerin yag cisimlerindeki
mRNA miktarina bagli oldugunu belirtmislerdir [95]. TAA nin bocekler iizerinde,
bitkilerdekine benzer sekilde mRNA miktarini arttirict etkisi varsa, IAA uygulamasi

boceklerde toplam protein miktarini arttirabilir.

Plantevin ve arkadaglart Bombyx mori’nin lgiincli, dordiincii ve besinci evre
larvalarinda jiivenil hormon ile protein miktar1 arasindaki iligskiyi arastirdiklar1 bir
calismada, jiivenil hormonlarin etkisiyle larvanin ilk evrelerinde protein miktarinin
yilksek oldugunu ve metamorfoza yaklastikca JH azalmasiyla birlikte protein
miktarinin da azaldiginmi kesfetmislerdir [126]. Uckan ve Haftaci bir ¢alismalarinda 2,
5, 10, 50, 100, 200, 500 ve 1000 ppm dozlarinda konak A. grisella’ya verilen
IAA’nin, 500 ve 1000 ppm dozlarina maruz kalan konakta yasayan parazitoid A.
galleriae bireylerinde birinci nesil ergin ¢ikis siiresinin uzadigini tespit etmislerdir
[127]. Bu durumda IAA, JH seviyesinin yiiksek kalmasmi sagladigi igin
metamorfoza girmeyi geciktiriyor olabilir. Calismamizda 500 ve 1000 ppm [AA
dozlarina maruz kalmis parazitoidin hemolenfinde JH miktar1 yiikselmis ise ve
metamorfozun gecikmis oldugu, bu nedenle de protein miktarinin yiiksek kalmis

oldugu diistiniilebilir.
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Tribolium castaneum altinci evre larvalar1 lizerinde 20 ppm malation ve 200 ppm
permethrin uygulanarak yapilan ¢alismalarda, boceklerin detoksifikasyonda ihtiyag
duyulan proteinazlar1 olusturmak ve enerji depolamak amaciyla yiiksek miktarda
protein sentezledigi bildirilmistir [128]. Benzer sekilde TAA konak A. grisella
tarafindan detoksifiye ediliyorsa, hemolenf ile beslenen A. galleriae lizerinde 100
ppm hari¢ arttirict etkisi olmamasinin sebebi IAA’nin toksik etkisinin konak
tarafindan kismen bertaraf edilmesi olabilir. Ancak 100 ppm dozundaki artisin sebebi

bu yaklagimla agiklanamamaktadir.

Kaur ve Rup tarafindan Zaprionus paravittiger ile yapilan bir ¢alismada, larvalar
yumurtadan ¢iktiktan 63 saat sonra larvalarin sentetik besinine 1000, 2000 ve 4000
ppm dozlarinda GAs eklenmis ve larvalarin 30-40 saat GAs’e maruz kalmasi
saglanmistir. 1000 ve 2000 ppm GA3 uygulamasi toplam yag ve toplam karbonhidrat
miktarinda azalmaya sebep olurken, 4000 ppm dozunda toplam yag ve toplam
karbonhidrat miktarinda artisa sebep olmustur [125]. Bu tez ¢alismasinda, Kaur ve
Rup’un calismasina benzer olarak 2, 5, 50 ppm IAA dozlarina maruz kalan
parazitoid larvasimin glikojen miktarindaki azalma ve 200 ppm IAA dozuna maruz
kalan parazitoid larvasinda kaydedilen artma, BDG diizenleyicisinin diisiik
dozlarinin glikojen miktarini azaltici, yiiksek dozlarinin arttirict etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak parazitoid larvasinda 500 ppm dozunda kaydedilen

glikojen miktarindaki azalma bu yaklasimla agiklanamamaktadir.
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5.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak IAA’nin balmumu zararlist konak 4. grisella ve onun dogal diigmani
parazitoid A4. galleriae nin karbonhidrat, yag ve protein miktarlarinda degisiklige

sebep oldugunu gosterdi.

Yapilan literatiir taramasinda detoksifikasyon metabolizmasinda IAA’nin herhangi
bir degisiklige sebep olup olmadigi ve organizmada IAA’nin etkilerini bertaraf
edebilmek i¢in boceklerde fizyolojik olarak ne gibi degisikliklerin meydana
gelebilecegi ile ilgili yeterli ¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica IAA uygulamasinin
boceklerde hangi proteinlerin artisina sebep oldugu ve bu proteinlerin artisinin
metabolizmay1 nasil etkiledigi aydinlatilmasi 6nem arz eden bir konudur. Béceklerin
larval evrelerinin siirdiiriilmesinden sorumlu olan jiivenil hormon, jiivenil hormon
baglayict protein ve hormonlarin tasinmasinda gorev alan lipoproteinlerin IAA
uygulamarindan nasil etkilendigi baska bir énemli arastirma konusudur. Indol-3-
asetik asitin mRNA sentezine, glikojenez siirecine, trehalaz enzimi aktivitesine, yag
metabolizmasina ve boceklerde gelisimi diizenleyen hormonlar iizerine olan
etkilerine iliskin yeterli ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu konularda yapilacak

caligmalar IAA’nin bocekler iizerindeki etkilerini anlamada fayda saglayacaktir.
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