T.C.
CANAKKALE ONSEKiZ MART UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
DOKTORA TEZI

KONAGA VERILEN INDOL-3-ASETIiK ASITIiN VE KALIKS
SIVISININ KONAK Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) VE PARAZITOID Pimpla turionellae L.
(HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE) HEMOSITLERINE
ETKISI
Serhat KAYA
Biyoloji Anabilim Dal
Tezin Sunuldugu Tarih: 04.09.2015

Tez Damismam
Yrd. Dog¢. Dr. Fevzi UCKAN

CANAKKALE



Serhat KAYA tarafindan Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN yo6netiminde hazirlanan ve
04/09/2015 tarihinde asagidaki jiiri karsisinda sunulan “Konaga Verilen indol-3-Asetik
Asitin ve Kaliks Sivisimin Konak Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) be
Parazitoid Pimpla turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae) Hemositlerine Etkisi”
baslikli ¢alisma, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dali’nda DOKTORA TEZI olarak oybirligi ile kabul edilmistir.

JURI
Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN
Baskan

Prof. Dr. Cahit AKGUL
I"Jye

Prof. Dr. Billent GUNDUZ .
Uye

Prof. Dr. Z. UlyaNURULLAHOGLU ...
Uye

Dog. Dr. OlgaSAK

Uye
Prof. Dr. Levent GENC
Mudur
Fen Bilimleri Enstitiist
Sira No:.........

Bu tez ¢alismasi , Kocaeli Universitesi BAP birimi tarafindan 2012/25 numarali projeden

desteklenmistir.



INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFASI

Bu tezde gorsel, isitsel ve yazili bicimde sunulan tiim bilgi ve sonu¢larin akademik ve
etik kurallara uyularak tarafimdan elde edildigini, tez icinde yer alan ancak bu
calismaya 6zgii olmayan tiim sonug ve bilgileri tezde kaynak gostererek belirttigimi

beyan ederim.

Serhat KAYA



TESEKKUR

Doktora ¢aligsmalarimi yapmami miimkiin kilan ve bu alanda ihtiyacim olan tiim temel
becerileri kazanmama olanak saglayan degerli danismanim Sayin Yrd. Dog¢. Dr. Fevzi

UCKAN’a i¢tenlikle tesekkiir ederim.

Tez izleme komitesinde yer alan ve tez c¢alismam boyunca toplantilarda sabirla
calismami degerlendiren saygideger hocalarim Prof. Dr. Biilent GUNDUZ ve Prof. Dr. Z.
Ulya NURULLAHOGLU’na tesekkiirlerimi sunarim. Calismamin deneysel asamalarinda
yardimlarim1 gordiigiim Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
ogretim iiyelerine ve dgretim elemanlarina sonsuz tesekkiir ederim. Ozellikle ¢alismam
sirasinda degerli yardimlarini esirgemeyen Ars. Gor. Serdar AKSAN ve Ars. Gor. Rabia
OZBEK ’e siikranlarimi sunarmm. Laboratuvardaki rutin iglerin yiiriitiilmesinde yardimlarini
gordiigim Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii lisans

ogrencilerine de tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her agamasinda beni destekleyen ve yanimda olan aileme, ge¢irdigim zorlu
siireclerde destek ve yardimlarini esirgemeyen, doktora egitimimi devam ettirebilmeme
yardimc1 olan sayin hocalarim Yrd. Dog¢. Dr. Necmi AKYALCIN ve Yrd. Dog. Dr. Hanife
AKYALCIN’a ayrica tesekkiir ederim.

Doktora tez ¢alismami 6zenle ve sabirla kontrol ederek Onerileri ile diizeltilmesinde
emegi gecen sayin hocalarim Prof. Dr. Cahit AKGUL ve Dog. Dr. Olga SAK’a emekleri i¢in

tesekkiirlerimi sunarim.

Tezin diizeltilmesinde ve kontroliinde emegi gegen ve bu siiregte yakin destegini

gordiigim Burcu KUZEY e tesekkiir ederim.

Doktora egitimim siirecinde bana hukuki destek vererek ve degerli dostlugunu sunarak

her kosulda yanimda olan Kamil CALISAL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Serhat KAYA

Canakkale, Eyliil 2015



ul
ml :
ppm :
AO:
BGD :
DEK:
EB:
FBS:
GAs:
IAA
NaCl :

Na:EDTA:

NaOH :
PBS:
SH :

SIMGELER VE KISALTMALAR

Gram

Mikrolitre

Mililitre

Milyonda bir

Acridine Orange (Akridin Turuncu Boyasi)
Bitki Gelisim Diizenleyicisi

Disi Esdegeri Kaliks

Etidium Bromide (Etidyum Bromiir)

Fetal Bovine Serum

Giberellik Asit

Indol-3-Asetik Asit

Sodyum Kloriir

Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
Sodyum Hidroksit

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi

Standart Hata



OZET

KONAGA VERILEN INDOL-3-ASETIK ASITIN VE KALIKS SIVISININ KONAK
Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) VE PARAZITOID Pimpla
turionellae L. (HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE) HEMOSITLERINE
ETKIiSi

Serhat KAYA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali1 Doktora Tezi
Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN
04.09.2015, 98

Indol-3-asetik asit sentetik besin araciliiyla ve kaliks sivis1 enjeksiyon yoluyla Galleria
mellonella larvalarina verilerek hemosit sayisi, canliligi, mitotik indeksi ve enkapsiilasyon-
melanizasyon tepkilerini nasil etkiledikleri in vivo ve in vitro deneylerle incelendi. IAA ile
yetistirilmis G. mellonella pupalarindan elde edilen Pimpla turionellae larvalarinda ise
IAA’nin hemosit sayisinda, hiicre canliliginda ve mitotik indeksde neden oldugu degisimler
in vivo ve in vitro deneylerle belirlendi.

IAA G. mellonella larvalarinda kontrole gore hemosit sayisini tiim dozlarda arttirirken
enkapsiilasyonda herhangi bir degisiklige yol agmadi. Melanizasyonda ise kontrole gore 4.
saatte melanize olmamislarda 5000 ppm’de artma; giiglii melanizasyonda 50 ppm’de azalma,
24. saatte melanize olmamis boncuk sayisinda 50 ve 1000 ppm’de artma oldugu tespit edildi.
Apoptotik indeksde in vitro’da geg¢ apoptotik hiicre sayisinin 1000 ve 5000 ppm’de azaldig:
goriildi. ITAA’nin biitiin dozlar1 P. turionellae larvalarinda hemosit sayisini istatistiksel
olarak Onemsiz olsa da arttirdi. Ayrica erken apoptotik hiicre sayis1 1000 ppm dozunda
artarken ge¢ apoptotik hiicre sayisinin 50, 500 ve 10 000 ppm dozlarinda arttig1 goriildii.
IAA’nin mitotik indeksde 50, 1000 ve 10 000 ppm dozlarinda artisa yol actig1 belirlendi.
Kaliks sivis1 G. mellonella larvalarinda hemosit sayisi ve enkapsiilasyon tepkilerini kontrole
gore tim dozlarda diisiirdii, enkapsiile olmamis boncuk sayisini arttirdi ve melanizasyonu
azaltt1. Ayrica kaliks stvist canli hiicre sayisin1 azaltirken, erken apoptotik, gec apoptotik ve
nekrotik hiicre sayisini da arttirdi. Kaliks sivisinin yiiksek dozlart ise mitotik indekste

azalmaya yol acarken mikrogekirdek olusumunda artmaya neden oldu.
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Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Pimpla turionellae, Hemosit, Apoptosis,

Enkapsiilasyon, in vivo, in vitro.
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ABSTRACT

EFFECTS OF INDOLE-3-ACETIC ACID AND CALYX FLUID ON THE
HEMOCYTE OF HOST Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)
AND PARASITOID Pimpla turionellae L. (HYMENOPTERA: ICHNEUMONIDAE)

Serhat KAYA
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School
Chair for Biology Thesis of PhD
Advisor: Assist. Prof. Dr. Fevzi UCKAN
04.09.2015, 98

Indole-3-acetic acid given through synthetic nutrients and injected calyx fluid of Galleria
mellonella individuals, the number of hemocytes, viability, mitotic index and its impact on
encapsulation reaction were investigated with in vivo and in vitro experiments. Effects of
IAA in the number of hemocyttatic changes, cell viability and mitotic index were examined
in vivo and in vitro experiments of Pimpla turionellae larvae obtained from G. mellonella
pupae.

All doses of IAA increased of hemocyte count at G. mellonella larvae compared to control,
but have no effects on encapsulation response. There was an increase at 5000 ppm dose at
4th hour in non-melanisated by compared to control; there is a strong decrease in
melanization at 50 ppm, and an increase at 50 and 1000 ppm doses in non-melanisated beat
count in 24 hour. It was foun in apoptotic index a decrease in the number of late apoptotic
cells at 1000 and 5000 ppm in in vitro experiments. All doses of IAA increased the number
of hemocyte in P. turionellae larvae but this increase was statistically unimportant. In
addition, the dose of 1000 ppm, while increasing the number of early apoptotic cells; 50, 500
and 10 000 ppm doses increased the number of late apoptotic cells. IAA causes an increase
in mitotic index at 50, 1000 and 10 000 ppm doses.

Calyx fluid in G. mellonella larvae decreased hemocyte count and encapsulation response
compared to control, but increased non-encapsulated bead count and decreased melanisation.
Furthermore, calyx fluid reduce viable cell count, but enhance number of early apoptotic,
late apoptotic and necrotic cell. The calyx of the high doses caused a reduction in mitotic

and micronuclei indexes.
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BOLUM 1
GIRIS

Diinya niifusundaki artis, mevcut dogal kaynaklarin etkin kullanilamamasi, degisen
yasam sekilleri ve standartlar1 gibi pek ¢ok etken diinyanin dogal kaynaklar bakimindan
tasima kapasitesinin asilmasina neden olmustur (Giirliik ve Turan, 2008). T. Robert
MALTHUS (1766-1834) demografi i¢in ¢ok 6nemli kurallar1 ortaya koyan "Niifus Artisi
Hakkindaki Arastirma's1 ile niifusun geometrik, iiretimin ise aritmetik artacagi ve bu
sebeplerle yirminci ylizyillda insanligin aglik tehlikesi ile karsi karsiya kalacagini
savunmustur (Malthus, 1798). Bu durum yirminci yiizyilda gergeklesmemis olsa da
giiniimiizde ¢ogunlugu gelismekte olan iilkelerde yasayan 800 milyon insanin yetersiz
beslendigi ¢esitli kuruluslarin ¢alismalari ile tespit edilmistir. Beslenme ve aglik sorununun
asgari seviyeye cekilmesi sadece gida iiretimi ile degil, ayn1 zamanda nitelikli iiriin ile
miimkiin olabilecektir. Artan niifusun ihtiya¢ duyacagi besinlerin iiretimi i¢in, giiniimiizde
var olan liretim kapasitesinin yakin bir gelecekte iki veya ii¢ katina ¢ikmasi gerekecektir.
Tarimsal tiretime uygun alanlarin son siirma ulasilmis olmasi nedeni ile niifus artisi ile
birlikte kisi basina diisen tarimsal alan hizla azalmaktadir. Nitelikli gida tiretimi; var olan
tarimsal alanlarin biiyiitiilmesi (ekolojik ve sosyal nedenlerle) miimkiin olamayacagindan,
mevcut alanlarin tiretim kapasitesinin arttirilmast ve bu alanlarda nitelikli iiriin eldesi ile
saglanabilir. Gegtigimiz ylizyilda genetik biliminde saglanan ilerlemenin bitki ve hayvan
1slahinda kullanilmasi ile yliksek verimli gida tirtinlerinin temin edilmesi olas1 hale gelmistir.
Ayrica tarimda daha ¢ok mekanik aletlerin kullanilmasi, yaygin giibre kullanimi, yeni
sulama tekniklerinin gelistirilmesi ve zararli miicadelesi gida {iretiminde %100’e varan
artiglarin saglanmasina yol agmistir (Agaoglu ve ark. 2003). Tiim bu gelismelere karsin

insanligin icerisinde bulundugu saglikli ve taze gidaya ulagma sikintis1 devam etmektedir.

Gilinlimiizde tretilen besinler, zararlilara karsi uygulanan miicadele yontemlerinde
kullanilan pestisitler ve biosidal iiriinlerin kullanimina bagli olarak, gittik¢e besin degerini
yitirmekte ve saglikli bir yasam i¢in gerekli olan ihtiyaglar1 karsilayamamaktadir. Pestisit ve
biyosidallar zararli veya istenmeyen hayvan, bitki, mantar, zararlara yol acan viriis veya
bakteri gibi zararlilarin kontroliinde kullanilan kimyasallar veya organizmalardir (Pellizzato,
2014). Zararli miicadelesinde biiyiik oranda kullanilan pestisitler ve biyosidallar kullanim
amaclarina gore siiflandirilmaktadir. Pestisitler kullanim alanlarina goére dokuz sinifa

ayrilabilir ve daha ¢ok tarimsal iiriinleri korumaya yoneliktirler. Bu siniflar; Insektisit,



Herbisit, Fungusit, Akarisit, Rodentisit, Nematisit, Molluskisit, Bakterisit ve Virisit’dirler
(Tiryaki ve ark. 2010). Pestisitlere benzer sekilde biyosidallar da kullanim alanlarina gore
simiflandirilirlar ve bitki dis1 kullanimla alakahidirlar. Biyosidallar; dezenfektanlar, ahsap
koruyucular, rodentisitler, insektisitler ve ¢lirlime Onleyiciler gibi gruplari igerirler. Hem
pestisitlerin hem de biyosidallarin olas1 hedef organizma araligi ¢ok genistir. Pestisitler
genellikle piiskiirtme yontemiyle uygulansa da biyosidallarn; piskiirtme, graniil halde,
burgu halde, fumigasyon ve yapigkan seritler gibi farkli uygulama yontemleri vardir

(Pellizzato, 2014).

Pestisit ve biyosidallar uygun sekilde kullanilmadiklarinda veya kaza eseri ortama
yayildiklarinda belirgin su ve toprak kirliligine neden olabilmektedirler. Herhangi bir sekilde
yeralt1 veya yiizey sularina ¢ok kii¢lik dozda dahi bulasirlarsa, yikici etkileri olur. Bu nedenle
yeni bir pestisit veya biyolojik iirlin piyasaya siiriilmeden oOnce hedefleri olmayan
organizmalara olasi etkileri incelenmelidir. Kullanimda olan {iriinlerin ise periyodik olarak
giivenlik standartlarina uymaya devam edip etmedigi takip edilmelidir. Dogal yasamda ve

cevreye olast etkilerinin risk degerlendirmeleri hassasiyetle yapilmalidir (Pellizzato, 2014).

Avrupa Birligi diizenlemelerine gore biosidal iirlinlerin; “insan ve hayvan sagligini
tehdit eden organizmalarin kontrolii; dogal ve {retilmis iirlinlerde zarar olusturan
organizmalarin kontrol altinda tutulmasinda 6nemlidir. Ancak, biyosidal iriinler onlarin
i¢sel ozellikleri ve kullanim 6zellikleri ile iligkili olarak insanlar, hayvanlar ve ¢evre i¢in

riskler olusturabilir” oldugu anlagilmaktadir (Michalak ve Chojnacka, 2014).

Biyosidal aktivitesi birkag faktorden etkilenmektedir. Bunlar; konstrasyon, temas
stiresi, pH, 1s1 ve karisan veya arttirlan materyal veya bilesigin igerigi, yaninda
mikroorganizmalarin (maya, bakteri, spor veya protozoa) sayisi, dogasi, lokasyonu ve

kondisyonu ile ilgilidir (Michalak ve Chojnacka, 2014).

Biyosidallar dért ana grup altinda toplanan bir¢ok alt gruba ayrilmiglardir. ilk grup
dezenfektanlar, insan ve veteriner hijyeni i¢in kullanilan ve 6zel alanlarin, halk sagligi
alanlarinin beslenme ve besleme alanlari ile igme suyunun dezenfeksiyonu icin kullanilan
genel biyosidal {iriinleri igermektedir. Ikinci grup biyosidallar koruyucularla alakalidirlar.
Bu altgrup in-can koruyucu; film koruyucular (biofilmler); ahsap koruyucu; deri, fiber, lastik
ve polimer materyal koruyucu gibi koruyucu iiriinlerin bulundugu gruptur. Ugiincii grup
biyosidallar, zararlilar1 kontrol edebilme yeteneginde olanlardir. Silimisidler, rodentisidler,

avisidler, mollussisidler, pissisidler, insektisitler, akarisidler ve diger omurgasizlar,
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algisidler ve benzeri gruplart kontrol altinda tutan {iirinler bu grupta yer almaktadir.
Dordiincii ve son grupta yer alan biyosidallar ise besin ve yem stoklarini koruyan
koruyucular, ¢iiriime Onleyiciler, tahnit ve hayvan doldurma da kullanilan sivilardir. Bunlar
genel olarak bioaktif molekiillerin salinimini1 kontrol altinda tutarak ¢ilirlimeyi onleyen

biyosidallar olarak bilinirler (Michalak ve Chojnacka, 2014).

Bu kimyasallarin kullanimi1 sonucunda ¢ok bilinen DDT 6rneginde oldugu gibi, bu
kimyasallara kars1 zararlilar direng gelistirmekte ve yararli bocek tiirleri de bu kimyasal
miicadeleden olumsuz etkilenmektedir (Cakir ve Yamanel, 2005). Diren¢ gelisimi,
kullanilan doz miktarinin siirekli arttirmrmini veya baska bir kimyasal kullanimini
gerektirecektir (Greathead ve Waage, 1983; Cox, 1996; Lee ve ark., 1996; Andow ve ark.,
1997; Ahmad ve ark., 1997; Montagna ve ark., 1999; Soderlund ve Knipple, 1999; Ribeiro
ve ark. 2003; Vural, 2005). Kullanilan biositlerin (pestisit ve biyosidal) kalintilar1 alinan
besinler yolu ile insanlara ulasir ve gesitli dokularda birikir. Biyositler teratojen, kanserojen
ve mutajen etkileri yaninda bazi Oliimciil hastaliklara veya kalict hasarlara yol
acabilmektedir (Greathead ve Waage, 1983; Fenemore, 1984; Ecevit, 1988; Cox, 1996). Bu
nedenle kimyasal miicadelenin yerini alabilecek yeni yontemlere gereksinim vardir (Erol ve
Kilinger, 1986). Bu gereksinimi karsilamak i¢in, 1980 yil1 sonrasinda gelismis iilkelerde
“Entegre Zararli Yonetimi” (IPM) adiyla bir sistem olusturulmaya baslanmistir (Elad ve
Shtienberg, 1995; Hillocks, 1995; Sierpifiska, 1998; Onciier, 2000; Edge ve ark., 2001;
Takada ve ark., 2001; Xu ve ark., 2001b). Entegre Zararl1 Yonetimi denildiginde kastedilen,
tarim zararlilarina karst miicadelede kullanilan yontemlerden yararlanirken bunlar arasinda
insan ve cevreye en az etkisi olacak olan yontemlerin kullanilmasi anlasilmaktadir (Delen
ve ark., 2005; Delen ve ark., 2010). IPM programinin temel unsurlari, zararlilara dayanikli
bitkilerin iiretilmesi ve zararlilarin dogal diisman popiilasyonlarinin arttirilmasidir (Rosen,

1985).

Zararli kontroliinde kemosterilant olarak Bitki Gelisim Diizenleyici’lerinin (BGD)
kullanilmas1 giderek artmaktadir (Mickel, 1978; McDonald ve ark.,1988; Silva ve ark.,
2003; Paulson ve ark., 2005). Ancak BGD’lerin kullanimi biositlere benzer tarzda
hedeflenen zararhilar disinda yararli canlilart da etkileyecektir. Ozel bir hedefe yonelik
olarak tiretilemeyen pestisit ve biositler, kullanildiklar1 ortamda yasayan tiim canlilar1 nasil
etkiliyorsa, BGD’ler de kullanildiklar1 ortamda 6zel bir hedefe yonelik ¢alismadigr igin
benzer bir etkiye yol agacaktir. Drosophila melanogaster Meig. (Diptera: Drosophilidae) ve

Bactrocera cucurbitae Coquillet (Diptera: Tephritidae) ile yapilan calismalarda Indol-3-
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asetik asit (IAA), absisik asit (ABA), kinetin, gibberellik asit, kumarin gibi BGD’lerin bocek
tireme ve gelismesi lizerinde toksik etkileri oldugu saptanmis ve bu kimyasallarin IPM
programlarinda insektisit olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Harris, 1983; Ozmen ve ark.,
1995; Yesilada ve Bozcuk, 1995; Kaur ve Rup, 2000). BGD’lerin ekotoksik etkilerinin
yaninda canlilar iizerine metabolik ve fizyolojik etkilerinin de arastirilmasi en az biositlerin

arastirilmasi kadar 6nem tasimaktadir.

Tarim zararlilarina karsi kullanilan BGD’ler sadece hedef tiirleri degil, onlarin dogal
diismanlarini (parazitoidler ve predatorler) ve ekosistemlerin diger biyolojik elemanlarini da
etkilemektedirler (Cox, 1996; Ribeiro ve ark., 2001; Xu ve ark., 2001a; Xu ve ark., 2001b).
Cevresel kirleticilere (6zellikle pestisitlere) kars1 parazitoid tiirler genellikle konak tiirlere
oranla daha hassastirlar (Biiyiikgilizel, 2006; Ugkan ve ark., 2007). Ciinkii; parazitoidler
erginlesmeden Onceki yasam evrelerini tamamlayabilmek igin farkli bocek takimlarina ait
tirlerin yumurta (Doutt, 1959; Hamerski ve Hall, 1988), larva (Obrycki ve ark., 1985; Peter
ve David, 1990; Sengonca ve Peters, 1993; Ramadan ve ark. 1995), prepupa (Gilel, 1982;
Wharton 1993), pupa ya da erginlerini (Kansu ve Ugur, 1984) konak olarak
kullanmaktadirlar. Parazitoidler, ergin evrelerinde besinlerini ¢icek Ozlerinden ve
nektarlardan saglamaktadirlar. Bu ¢ok ¢esitli konak kullanimi ve beslenme sekilleri
parazitoidlerin ¢evresel kirleticilere daha ¢ok ve farkli noktalardan maruz kalmalarina neden

olmaktadir (Biiyiikgiizel, 2006).

Tarim zararlhilariin kontroliinde ¢evreye verilen zarar1 en aza indirmenin en etkili
yollarindan birisi de biyolojik miicadeledir, boylelikle de tarim iirtinleri izerinde miimkiin
oldugunca az kimyasal kalint1 kalmas1 saglanabilir; bu da ¢evre ve insan sagliginin daha az
tehlike altinda olmasi agisindan son derece onemlidir (Greathead ve Waage, 1983; Harris,
1983; Erol ve Kilinger, 1986; Takada ve ark. 2001; Wells ve ark. 2001; Xu ve ark. 2001b;
Simmonds ve ark. 2002). Biyolojik miicadele ile kast edilen; dogada var olan zararlilara
karsi, onlarin dogal diismanlarinin kullanilmasi ile zararlinin kontrol altina alinmasidir.
Biyolojik kontrolde, baskilama araci olarak kullanilan tiirler, “biyolojik ajan” olarak tarif

edilmektedir (Hajek, 2004).

Biyolojik miicadelede, zararli tiir ile onun dogal diismanlarinin biyolojik ve ekolojik
Ozelliklerinin bilinmesi son derecede onemlidir ve ancak bu yolla basar1 kazanilabilir. Bu
baglamda en sik kullanilan biyolojik ajanlar parazitoid tiirlerdir; ¢linkii spesifik etkileri

vardir ve ¢evreye olan etkileri minimum diizeydedir (Andow ve ark., 1997; Xu ve ark.,



2001a). Bu nedenle de konak ve parazitoid tiiriin ekolojik, davranigsal, biyokimyasal ve
fizyolojik ozelliklerinin birbirleriyle iligkilerinin ortaya cikartilmasi gerekmektedir. Bu
fizyolojik iligkilerin en 6nemlisi, parazitoid yumurtalarinin konak bagisiklik sistemi ile olan
iliskileridir. Ciinkii parazitoid yumurtasini konaginin viicuduna biraktiginda yumurta, konak
bagisiklik sistemine maruz kalmaktadir. Parazitoid tiirlerin dahil oldugu Ichneumonoidea

stiperfamilyasinda yaklasik 41.000 tiir bulunmaktadir (Quickle, 2015).

BGD’ler arasinda oksinler, bitkilerdeki biliylime ve gelismeyi saglayan en onemli
gruptur. Oksinler arasinda da IAA en O6nemli hormondur ve yapisal olarak Ci10HgNO:
formiiliindedir. Indol-3-asetik asit cogunlukla bitkilerde verimin arttirilmasinda kullanilan
onemli bir bitki gelisim hormonudur. Bu hormon bitkilerde, mikroorganizmalarda ve
memeliler de dahil olmak tizere hayvanlarda sentezlenmektedir (Lins ve ark., 2006). Son
yillarda zararli miicadelesinde ¢ok yaygin olmamakla birlikte kemosterilant olarak da
kullanilmaktadir. Ancak kullanilip-kullanilmamasi heniiz tartisilmaktadir. Bu kadar sik
kullanilan maddenin zararh tiir ve bu tiiriin dogal diismani iizerine etkilerinin anlasilmasi,
zararlilarla miicadelede ve ekolojik dengenin korunmasinda biiylik énem tagimaktadir.
Indol-3-Asetik Asit’in dogal bir hormon olarak canlilarda sentezlenebiliyor olmasi ve
kemosterilenat olarak BGD’lerin kullanilmasi nedeniyle konak ve parazitoidin hemositleri

tizerine etkilerinin incelenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Kaliks sivisinin parazitoid tiirlerde zehrin etkisini arttirmak ve bagisiklik sistemini
baskilamak gibi bir géreve sahip oldugu diislinlilmektedir. Ovaryumun hemen altinda
bulunan bezlerden salgilanan kaliks sivisinin igerigi genel olarak proteinden olusmaktadir
(Strand and Dover 1991) . Bazi1 Bracionid ve Ichneumonoid tiirlerinde kaliks sivist VLP,
PDV etmenlerini icerebilir (Kitano ve Nakatsuji, 1978; Edson ve ark., 1981; Stoltz ve
Vinson, 1987). PDV’ler Polydnaviridae familyasinda Bracovirus ve Ichnovirus genuslari
altinda siniflandirilmaktadirlar (Fauquet ve ark, 2015). Kaliks sivisina ait ¢alismalar son

yillarda artmaktadir.

Parazitik yaban arilarimin parazitizimlerinin basaris1 konaklarinin  bagisiklik
sistemlerinin basarili bir sekilde baskilamalarina baghdir (Rivers ve ark, 2002). Boceklerde
bagisiklik sistemi humoral ve hiicresel bagisiklik olmak iizere iki tiptir (Wiesner ve ark,
1996; Lavine ve Strand, 2002; Marmaras ve Lampropoulu, 2009). Hemosit aracili hiicresel
yanitlar; fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiilasyonu icermektedir (Gandhe ve ark, 2007;

Marmaras ve Lampropoulu, 2009). Antimikrobiyal peptidleri ve melanizasyonu igeren



humoral yanitlar, profenoloksidaz kaskadinin hizli aktivasyonu ile indiiklenerek hazirlanir

(Hoffman ve Reichhart, 2002; Cerenius ve Soderhall, 2004).

Eger bir patojen, fiziksel bariyerleri asarsa, bocek isgalci ile bas edebilmek igin
karmagik bagisiklik mekanizmalarini devreye sokar (Feldhaar ve Gross, 2008). Humoral
bagisiklik siirecinde {i¢ acil reaksiyon tetiklenmektedir. Bunlar melanizasyon, hemolenfin

pihtilasmasi ve antimikrobiyal peptidlerin sentezlenmesidir (Vilmos ve Kurucz, 1998).

Melanizasyon melanin ad1 verilen siyah pigmentin olusumu, serin proteaz kaskadi ile
aktif formuna ¢evrilen fenoloksidaz enzimi ile katalizlenmektedir (Vilmos ve Kurucz, 1998).
Inaktif pro enzim, fenoloksidaz hiicrelerde sentezlenir ve bu hiicrelerin patlamasiyla
kutikulaya aktif olarak tasinir veya yara cevresi ile enkapsiile olmus parazitin ¢evresine
biriktirilir (Vilmos ve Kurucz, 1998). Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae)
profenoloksidazi, diger arthropod tiirlerininki ile birlikte a-makroglobiilinlerin tiol ester
bolgesi ile tamamlayici proteinler olan C3 ve C4’iinkine benzer sekanslar igeren kisa diiz

aminoasit dizisi tasir (Hall ve ark., 1995).

Hemolenfin pihtilagsmasi bir diger humoral bagisiklik mekanizmasidir. Omurgal ve
omurgasiz hayvanlarin dolasim sistemleri bakimindan aralarindaki en 6nemli fark; omurgali
canlilar kapali dolasim sistemine sahipken omurgasiz canlilar agik dolagim sistemine
sahiptir. Her iki canli grubu da dolasim sivilarini kaybetmemek igin ¢esitli mekanizmalar
gelistirmislerse de omurgasiz hayvanlar bakimindan pihtilasma ayn1 zamanda, patojenlerin
canli viicuduna girisini engellemek icin faydalanilan etkili bir mekanizmadir. Omurgalilar
ve bocek olmayan eklem bacaklilarin aksine, boceklerdeki hemolenf pihtilasmasi hakkinda
cok az bilgi vardir (Theopold ve ark., 2002). Eklembacaklilarin pihtilasma sistemi {izerine
caligmalarin ¢ogu bocek olmayan, Crustacea’lar1 (kabuklular) ve fosil tiirleri de olan atnali
yengegleri Limulus polyphemus ve Tachypleus tridentatus’da igeren tiirler {izerinde
yapilmistir (Theopold ve ark., 2002). Piht1 olusumu lepidoptera tiirlerindeki iki hemosit
tipinde, plazmatomosit ve graniilositte, yogun olarak ¢alisilmistir (Theopold ve ark., 2004).

P1iht1 olusumu sirasinda dort agsama goriilmektedir (Ratcliffe ve Rowley, 1979).

Birinci asamada, graniilosit veya koaguloasit olarak adlandirilan hemositlerin,
hiicresel artiklar ve ekstraseliiler matrix igeren hiicreler arasi agregatlarin olusumuna
onciiliik edilmesi i¢in degraniilasyonu veya dagilmasi goriiliir. Bu agregatlar yara bolgesini
kapatirlar ki, bu yap1 primer veya yumusak piht1 olarak adlandirilir. Ikinci asama, pihtidaki

capraz baglanmalara onciiliik edecek olan profenoloksidaz kaskadinin (ve muhtemelen
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transglutiminaz’in) aktivasyonudur. Ugiincii asamada plazmatositler, bu bdlgeye ¢ekilip
kabuk olusturarak yabanci cismin viicut boslugundan soyutlanmasini saglar (kabuk
olusumu). Sonuncu asama, yara ¢evresinde epidermisin yeniden olusturulmasi ile kabugun;

yerine ge¢mesidir (Theopold ve ark., 2004).

Antimikrobiyal proteinler enfeksiyonlara karsi ti¢iincii humoral bagisiklik tepkisidir
(Vilmos ve Kurucz, 1998; Lavine ve Strand, 2002). Temel olarak yag cisimlerinde
sentezlenmelerinin yani sira; hemositler (Boman ve ark. 1991), kutikular epitel hiicreleri
(Brey ve ark, 1993), barsak (Daffre ve ark., 1994), salg1 bezleri (Kylsten ve ark., 1992) ve
tireme kanallarinda (Rosetto ve ark., 1996) da antimikrobiyal faktorler salgilanabilir. Son
yilarda antimikrobiyal proteinler alaninda artan arastirmalar sayesinde onemli gelismeler
saglanmistir. Giinlimiizde boceklerde 170°e yakin peptid antibiotik tanimlanmistir (Levin,

2007).

Omurgasiz canlilarin patojenlere karst kendilerini savunmalarinda dolagim sivilarinin
(hemolenf) igerisinde bulunan hiicreler (hemositler) ¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Hiicresel
savunma, fagositoz ve enkapsiilasyon gibi hemosit aracili yanitlar anlamina gelmektedir.
Hemositler, yabanci cisimleri istilact organizmanin molekiilleri ile hemositlerin yiizey
reseptorlerinin etkilesimi veya dolayli olarak istilacinin ylizeyine baglanan humoral
reseptOrlerin taninmasi yontemlerinden birisi ile tanir. Hiicre ici ve hiicreler arasi sinyal
olaylari, fagositoz veya enkapsiilasyon gibi efektdr yanitlart koordine eder (Lavine ve

Strand, 2002).

Fagositoz siireci, boceklerin gelisimi ve hayatta kalmalari i¢in temel 6neme sahiptir
(Rosales, 2011). Fagositoz, bir¢ok protozoa ve biitiin metazoa filumlarinda gortilen, biiytlik
oranda korunmus hiicresel yanittir (Lavine ve Strand, 2002). Fagositoz boceklerde, ¢esitli
patojenlere (bakteri, mantar, protozoalar ve hatta viriisler) karsi hemositlerin verdigi temel
tepkilerden birisidir (Lavine ve Strand, 2002; Ribeiro ve Brehelin, 2006). Fagositoz siireci,
cognate reseptorleri ile hedef cismin baglanmasi ile baglar. Bu baglanma, fagozom
olusumunu diizenleyen kaskadaz sinyalini aktive eder ve hedef aktin polimerizasyonuna
bagli mekanizma ile hedef yutulur. Fagozom; efektér molekiillerin vesikiil ile birlesme olayi
sonucunda tanitildiginda fagolizom iginde olgunlasir. Ardindan bu efektor molekiiller hedefi
bozar ve/veya Oldiiriir. Bocek hemositlerinde fagositoz mekanizmasi heniiz tam olarak

calisilmamistir.



Nodiilasyon, ¢cok sayida bakterinin yol actigi enfeksiyonlara kars1 baskin bir hiicresel
yanittir (Rosales, 2011). Nodiilasyon ¢ok sayida bakteriyi yakalayan, ¢ok hiicreli hemositik
agregat anlamina gelmektedir (Rosales, 2011). Nodiilasyon, yabanci cisim ile hemosit ylizey
tanima proteinlerinin birbirlerine baglanmalarini gerektirir (Lavine and Strand, 2002). Nodiil
olusumu, bir¢ok bocek tiiriinde eikosanoidler, profenoloksidaz ya da dopa dekarboksilaz ile
ilgili goziikkmektedir (Lavine and Strand, 2002; Stanley ve ark, 2009). Hemositlerin kiigiik
agregatlar halinde bakterileri yakalamalarinin tizerine, yeni hemositler eklenerek nodiil
bliyiir (Rosales, 2011).

Enkapsiilasyon parazit, protozoa ve nematod gibi biiylik hedeflere hemositlerin
baglanmasi anlamina gelmektedir (Rosales, 2011). Hedeflerine baglandiktan sonra
hemositler yabanci cismin etrafinda, sonucunda melanizasyonun eslik ettigi ¢ok katmanli
kapsiil olusturur. Kapsiil olusumu ile yabanci cisim ROS ve RNS gibi lokal sitotoksik serbest
radikaller tarafindan o6ldiiriiliir veya bogulur (Nappi ve ark., 2009). Enkapsiilasyon hedefi
biyotik faktorler (metazoa parazitleri, nematodlar ve parazitoid larvalar1) olabildigi gibi
(Pech ve Strand; 1996) deneysel amagla enjekte edilen abiyotik faktorler (kromatografi
boncuklar1 vb) de olabilir (Wiesner, 1992; Jiravanichpaisal ve ark., 2006). Kapsiil
morfolojisi taksonlar arasinda benzerlik gostermektedir. Ancak tiirler arasinda kapsiiliin
olusum hizi, kapsiil olusumuna katilan hiicreler ve kapsiil olusumu sonras1 melanizasyonun
olup olmamasi gibi durumlara gore farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir (Schmidt ve ark., 2001).
Yapilan caligmalar, graniilosit ve plazmatositlerin enkapsiilasyon tepkisi ic¢in gerekli
oldugunu ve yabanci cisime ilk baglananin graniilositler oldugunu gostermektedir (Pech ve
Strand, 1996; Lavine ve Strand, 2002). Levin (2007), M. sexta ile yaptigi ¢alismada

enkapsiilasyonun olugsum siirecini;

a. Hemositler, tesadiif eseri veya kemotaksi ile hedefle temasa gecer,

b. Graniilositler yabanci cisime tutunarak hiicre igeriklerini dig ortama verir
(degraniilasyon),

C. Graniilosit icerigi hedef cisimin ylizeyine tutunur,

d. Graniilositlerden salinan igerik diger graniilositler ve plazmatositleri yabanci cisimin
etrafina toplar,

e. Plazmatositler, yabanci cisimin etrafinda yassilasarak ¢ok hiicreli katman
olusturmaya baslar,

f. Yapisan immiinositler arasindaki hiicreler arasi bosluk, elektron yogunlugunda

madde ile dolar,



g. Hedefe yapisan ilk grantilositler pargalanir,
h. lkinci ince graniilositlerden olusan hiicre tabakasi, kapsiiliin etrafin1 sarar,

i. Kapsiil melanize olur, seklinde tarif etmektedir.

Hiicresel enkapsiilasyonun ilk olaylari, yabanci cisimin viicuda girmesinin hemen
ardindan dakikalar igerisinde gerceklesir. Graniiler hiicreler ilk dakikada yabanci cisime
yapisir ve ardindan ilk bes dakika igerisinde ilk hiicre tabakasi yabanci cisimin etrafinda
olusur (Levin, 2007). Parazitoidler, bu tip hiicresel bagisiklik tepkilerinden kaginmak igin,

iki tip strateji gelistirmislerdir. Bunlar:

1- Enkapsiilasyondan aktif kacinma. Bu stratejide parazitoid ya konak hemositlerinde
apoptozis olayini tetikler ya da hemositlerin fonksiyonunun bozulmasina yol agar.
2- Enkapsiilasyondan pasif ka¢inma. Enkapsiilasyondan kac¢inmak i¢in parazitoidler
konaklarinin aktif bagisiklik sisteminin zayif oldugu (pupa evresi gibi) bir gelisme
doneminde yumurtalarini birakir ve gelismelerini saglar. Bunun olmadig
durumlarda konak bagisiklik hiicrelerinin erisemedigi bir yere (beyine yakin bir
yer) yumurtalarmi birakir veya yumurtalarinin yabanci olarak tanimlanmasin

engelleyen ylizey proteinleri vardir.

Hemositler omurgasiz hayvanlarda dolagim sivisinda yer alan hiicrelerin genel adidir.
Hemositler bocek ve diger omurgasizlari viicutlarina giren parazit ve patojenlerden
korumada temel bir rol oynamaktadir (Pech ve Strand, 1996). Ribeiro ve Brehelin (2006)’e
gore su ana kadar ¢alisilan Lepidoptera tiirlerinin hemolenfinde dolasimda olan dort temel
tip hiicre bulunmaktadir. Bunlar; plazmatositler, graniilositler (graniiler hemositler),
onositoidler ve sferiilositlerdir. Diger bazi arastiricilar (Gupta, 1985; Vilmos ve Kurucz,
1998; Schmidt ve ark., 2001; Yamashita ve lwabuchi, 2001; Lavine ve Strand, 2002;
Turnbull ve ark., 2004), bu hiicreler arasina prohemositleri de eklemektedirler. Lavine ve
Strand (2002)’a gore prohemositler diger s6z konusu hemositlerin bir veya birkacina
doniisebilen kok hiicreler oldugu hipotezi vardir. Hoffmann ve ark. (1979), Ratcliff ve ark.
(1985) ve Tepass ve ark. (1994) gibi arastirmacilar hemositlerin boceklerde ilk olarak
embriyogenez boyunca basin dorsal mezoderminden gelistigini belirtmislerdir. Bocekler
ayrica larval veya nimf agamalar1 boyunca da mezodermal kokenli hematopoietik organlarda
yer alan kok hiicrelerin boliinmesi ve/veya dolasimdaki hemositlerin boliinmesi ile hemosit
tiretmeye devam etmektedirler (Ratcliff ve ark., 1985). G. mellonella da hematopoietik organ

bulunmamaktadir (Jones ve Liv, 1968).



Prohemositler sitolojik 6zelliklerine goére isimlendirilmis olup, bazi arastiricilar
tarafindan diger hemositlerin kaynagi olarak goriilmektedir. Bu diisiincenin dogrulugunun
belirlenebilmesi i¢in daha fazla ¢alisma yapilmalidir. Tipik olarak yuvarlak sekilli kiigiik
hiicrelerdir ve niikleuslar1 hiicreye oranla ¢ok biiyliktiir (Ribeiro ve Brehelin, 2006).
Endoplazmik retikulum (graniilli ve graniilsiiz), mitokondri ve golgi aygiti gibi
organellerinin sayist azdir (Levin, 2007). Prohemositlerde, mikrotiibiiller ve sentiroller

gozlemlendigi icin, mitotik hiicreler olduklar1 6ne stiriilmektedir (Levin, 2007).

Plazmatositler biiyiikliikleri degisken olan polimorfik hiicrelerdir. Cogunlukla sferik,
bazen de ig gibi bir yap1 gosterip boylar1 20 pm’den fazla olabilir (Ribeiro ve Brehelin,
2006). Ribeiro ve Brehelin (2006)’e gore transmisyon elektron mikroskobunda birkag
yalanci ayak (pseudopod), pinositik vezikiil ve polizom (poliribozom) sayis1 kadar bos
vezikiiller gozlemlenmistir. Birgok lepidopter tiiriinde sitoplazmasinda graniil bulunmazken
(Ribeiro ve ark, 1996), G. mellonella’da bulunabilir (Schmidt ve Ratclif, 1977). Ribeiro ve
Brehelin (2006) c¢alismalarinda bu alanda ¢alisan tiim arastirmacilarin plazmatositlerin
enkapsiilasyon ve nodiil olusumunda islevsel oldugu konusunda hemfikir olduklarini

belirtilmistir.

Graniilositler sitoplazmalar1 graniil igeren, hiicre boyuna oranla kiigiik niikleuslu,
genellikle oval bazen de siferik yapida olan 4-45 pm boyutta olabilen hiicrelerdir.
Transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan incelemede tiftikli materyalle dolu genislemis
sisternalarda geligsmis graniiler endoplazmik retikulum, ¢ok sayida pinositik vezikiil ve
cogunlukla ince ve uzun pseudopodlara sahip olduklar1 goriilmiistiir (Ribeiro ve Brehelin,
2006). Bu hiicrelerde ti¢ farkli tip membran baglantili inkiiliizyon tanimlanmistir (Brehelin
ve Zachary, 1986). Graniilositlerin, fagositoz ile alakali olduklarina dair caligmalar
bulunmaktadir (Ribeiro ve ark, 1996; Costa ve ark. 2005; Ribeiro ve Brehelin, 2006).
Brehelin ve Zachary (1986), graniilositleri ultrastriiktiirel yapilarina goére dort alt gruba
ayirmistir. Bu ayrimda Ozellikle graniillerin dogasi, goriinlisii ve kokenini dikkate
almiglardir. Enkapsiilasyon ve nodiilasyonda hedef (yabanci) cisim ile ilk temasi kuran da
graniilositlerdir. Graniil iceriklerini bu cisim etrafina birakarak plazmatositlerin buraya
¢ekilmesinde rol aldiklarina iliskin kuvvetli bir kan1 vardir (Ribeiro ve Brehelin, 2006).
Bocek tiirleri arasinda, degismekle beraber dolasimdaki hemositlerin %30 -%60 kadar

graniilosittir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Chapman, 1998).
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Onositoitler fiksasyonun ardindan biiyiik (25 pm’den biiyiik) ve diizenli hiicreler
olarak goriiliirler. Faz kontrast mikroskobu incelemelerinde ¢esitli 151k kirnimlar gosterirler
ve niikleuslarinin sitoplazmaya orani diisiiktiir. Onositoidlerin niikleuslar1 eksantirik
konumludur. Transmisyon elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde sitoplazmalarinin
cok sayida serbest ribozom icerdigi, diger tipik sitoplazmik organellerin de biraz gelistigi
goriilmiistiir. Ozellikle golgi aygit1 ve graniillii endoplazmik retikulumun sisternalari; ¢ok
nadir, ¢ok kisa fakat cogunlukla genislemis yapidadir (Ribeiro ve Brehelin, 2006). In
vitro’da tek tabakali preperatlar1 hazirlandiginda birgok lepidopter tiiriinde, ¢ok kirilgan ve
cabucak lizise ugrasalar da (Strand ve Noda, 1991); G. mellonella gibi bazi tiirlerde daha
stabildirler (Rowley ve Ratcliffe, 1981). Lepidopter tiirlerinde, 6nositoidlerde hemolenfin
kararmasindan (melanin sentezinden) sorumlu olan fenoloksidaz bulunmaktadir (Ribeiro ve
ark, 1996). Ashida ve arkadaslar1 (1988) fenoloksidazin Bombyx mori (L.) (Lepidoptera:
Bombycidae)’de onositoitlerde sentezlendigini, ve bu hiicreler lizis’e ugradiginda plazmaya
birakildigint gostermislerdir. Drosophila sp.’de onositoid bulunmamaktadir. Rizki (1957)
tarafindan kristal hiicreler olarak tanimlanan hiicreler, yap1 ve islev bakimindan

onositoidlere yiiksek oranda benzerlikler gostermektedir (Ribeiro ve Brehelin, 2006).

Sferiilositler yuvarlaktirlar ve diizensiz sekil almalarina neden olan az sayida sfertil
ad1 verilen biiyiik inkiillizyonlar tagirlar. Bu hiicreler, fagositik materyalle dolu
graniilositlerden oldukca farklidirlar. Sfertilositlerin gorevleri heniiz bilinmemektedir

(Ribeiro ve Brehelin, 2006).

Biiyiik balmumu giivesi “Galleria mellonella”, aricilar tarafindan ¢ok iyi bilinen petek
zararlist bir tirdiir. Birgok c¢alismada model organizma olarak G. mellonella
kullanilmaktadir (Eguchi ve Iwabuchi, 2006; Mukherjee ve ark, 2010; Cook ve McArthur,
2013). Ulkemizde, genellikle deniz kenarmdan 600 metre yiikseklige kadar olan sahil
seridinde, siklikla bu tiire rastlanmaktadir (Tutkun ve Bosgelmez, 2003). Disileri,
yumurtalarini 6zellikle kolonisi zayif olan kovanlardaki peteklere, arilarin ulagamayacagi
yarik ve deliklere birakirlar (Demir ve Eseceli, 2013). Yumurtadan ¢ikan larvalar, bal mumu
icerisinde beslenmek i¢in tiineller acarak ilerler ve bu siirecte peteklere biiyiik oranda zarar
verirler (Demir ve Eseceli, 2013). Biiyiik balmumu giivesi miicadelesinde; fiziksel, kimysal
ve biyolojik metotlar uygulanmaktadir (Tutkun ve Bosgelmez, 2003). Fiziksel miicadelede
genel olarak kullanilan yontemler sicaklik arttirma veya diisiik sicaklik uygulamalaridir.
Kimyasal miicadele i¢in basta naftalin olmak tizere ¢esitli kimyasallar kullanilmaktadir. S6z

konusu maddelerin bilingsiz ve kontrolsiiz sekilde kullanilmasi; hem ekolojik dengenin
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bozulmasini hem de ¢evre kirliligini hizlandirmaktadir (Beroza, 1970; Andow ve ark. 1997).
Bu durum en zararsiz koruma ydntemi olan biyolojik miicadele yontemlerinin 6nemini iyice
arttirmaktadir. Zararl tiir G. mellonella ile biyolojik miicadele yayginlasmakta ve kullanilan
ajanlar cesitlilik gostermektedir. Bunlar arasinda bakteriler, funguslar, predatorler sayilabilir

(Tutkun ve Bosgelmez, 2003).

Pimpla turionellae, literatiirde soliter idiobiont bir pupal parazitoid tiirii olarak
tanimlanmaktadir (Ugkan ve Giilel, 1990; Kansu ve Ugur, 1984). P. turionellae, G.
mellonella’nin dogal diismani olarak biyolojik miicadelede kullanilmaktadir. Parazitoid
yumurtalarindan ¢ikan larvalar, konak pupa sivilari ve dokularini tiiketerek gelisimlerini
tamamlarlar. Erginlesen parazitoid larvalari, pupanin kitin ve koza tabakasindan delik agarak
disart ¢ikarlar. Disiler, 3-6 giinliik preovipozisyon siiresinin ardindan pupalar
parazitleyecek durumdadirlar. Ortalama hayat uzunluklar1 iki ay dolayindadir. Biikgiizel

(2001a)’ya gore P. turionellae biyolojik kontrolde kullanilan 6nemli bir parazitoiddir.

P. turionellae anal salg1 ad1 verilen 8ul/s hiyalin sivis1 salgilamaktadir (Willers ve ark.,
1982). Bu anal salgi DOPA-tirozinaz reaksiyonu inhibitorii gibi calismaktadir, bunun
yanisira antimikrobakteriyal ve antifungal etkiside vardir (Fithrer ve Willers, 1986).
Parazitoid tiir P. turionellae konak pupasinin yerini ve pupada yumurtasini birakacagi
bolgeyi vibrasyonlu ses yontemiyle bulmaktadir (Wackers ve ark., 1998; Otten ve ark., 2001;
Xiaoyi ve Zhonggqi, 2008).

Calismada Entegre Zararli Miicadelesi ve Indol-3-asetik asitin kullaniminin konak ve
parazitoid tiir tizerindeki olas1 sonuglari hakkinda fikir edinilmesi amaglandi. Ayrica, elde
edilen verilerin bocek biyokimyasi, fizyolojisi, gelisim biyolojisi, biyolojik kontrol ve
ekolojik denge ile ilgili calismalara da 151k tutacagi diisiiniilmektedir. Bununla beraber bir
model olarak bocek bagisiklik sisteminin ¢alisilmasi, omurgasiz ve omurgali hayvanlar igin
ortak olan bagisiklik tepkilerinin evriminin ortaya konmasi agisindan da yararli olacaktir.
Diger yandan, konak fizyolojisinin parazitoid fizyolojisi tizerindeki etkileri hakkinda da

bilgi sahibi olunmaya caligilmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Apoptoz

Apoptosis terimi ilk kez Kerr ve arkadaslar1 (1972) tarafindan kullanilmistir (Chiara
ve Rasola 2007). Ancak programlanmis hiicre 6liimii ilk kez on dokuzuncu yiizyil ortasinda
C. Voght tarafindan (1842) metamorfoz gegiren amfibilerin 6len hiicrelerinin morfolojileri
tizerine yapilan ¢alismada tanimlanmistir (Brown ve ark., 2014). Tiim ¢ok hiicreli canlilar,
kendi hiicrelerini 6ldiirecek mekanizmalara sahiptirler. Fizyolojik hiicre 6liimiinii savunma,
gelisim, homeostas ve yaslanma igin kullanirlar (Vaux ve Strasser, 1996). Hiicre 6liimlerinin
planlanmis apoptosis ve nekrosis olmak iizere iki ana sekli mevcuttur. Apoptosis oldukca
diizenli, genetik kontrol altinda ve kendini yonetebilen bir siire¢ olarak ortaya
cikartildigindan beri, programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Buna karsin,
nekrosis plansiz ve ansizin ortaya ¢ikmasindan dolayi plansiz hiicre 6liimil terimi ile
tanimlanir. Giinlimiizde apocrosis veya aponecrosis olarak adlandirilan {iglincii bir hiicre

oliim tipi oldugu 6nerilmektedir (Brown ve ark., 2014).

Apoptosis ilk kez Clem ve ark (1991) tarafindan Spodoptera frugiperda tirtillarindan
elde edilen hiicrelerde apoptoza neden olan bakulovirusun bir mutant formu iizerinde yapilan
caligmalarla bocekler igin antiviral bir savunma mekanizmasi olarak dnerilmistir. Bocekler
adaptif bagisiklik sistemlerinin olmamasi1 nedeni ile viral enfeksiyonlarda apoptosisin
etkilerinin incelenmesi i¢in benzersiz bir hayvan modelidirler (Clarke ve Clem, 2003). Liu
ve ark. (2012)’na gore boceklerde sitokrom c ile apoptoz arasindaki iliski heniiz tam olarak
cozililememistir ve Drosophila ile yapilan ¢alismalarda apoptoz igin bazi hiicreler siktokrom
C’ye ihtiya¢ duyarken bazilari duymamaktadir. Lepidoptera {iyelerinde apoptoz igin

sitokrom ¢ gerekli olabilecegi diistiniilmektedir (Liu ve ark., 2012).

Clarke (1990) apoptoz i¢in yapilan ilk ¢aligmalarin {i¢ temel soruya yanit aramaya

yogunlastigini ifade etmistir. Bu sorular sunlardir;

1- Apoptozun normal gelisimde rolii veya faydasi nedir?
2- Apoptozu diizenleyen veya tetikleyen sinyal nedir?

3- Hiicreleri yok eden mekanizma nedir?

Hassain ve ark. (1999)’a gore H20, uygulanmasi ile olusan oksidatif stres bocek

hiicrelerinde apoptoza neden olmaktadir.
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Strand ve Pech (1995b) ¢alismasinda Microplitis demolitor PDV’lerinin (McPDV)
Pseudoplusia includens’in spesifik hemosit morfotipinde apoptozu indiiklemesini
incelemistirler. M. demolitor PDV’lerinin konak tiiriin graniiler hiicrelerinde apoptozu
arttirdigin1 bulmuslardir. M. demolitor PDV’leri tarafindan iniiklenen apoptotik hiicrede
kromatin kondensasyonu ve hiicre yilizeyinde kabarciklanma oldugunu, bunlarin yaninda

DNA’nin 200 bp’lik parcalara ayrildigint bulmugslardir.

Suzuki ve Tanaka (2006) da galismalarinda parazitoid Meteorus pulchricornis’in
VLP’lerinin Pseudaletia separata’ya enjekte edilmesi ile 6zellikle graniilositlerde apoptozu
indiikledigini bulmuslardir. Ozellikle enjeksiyondan sonraki 48. saatte en yiiksek apoptoz
seviyesine ulagildigini ¢aligmalar1 ile gostermislerdir. Graniilositler biiyiik oranda zarar
goriirken plazmatositlerin minimum diizeyde etkilendigini belirtmislerdir. Suzuki ve Tanaka
(2006)’ya gore graniilositlerin zarar gérmesi ile konagin enkapsiilasyon yetenegi biiylik

oranda azalmistir.

Rivers ve ark. (2007) ¢alismasinda apoptoz konak-parazitoid ilisksisinin 6nemli bir
parcasidir. Endosimbiyotik virlis (VLP) kaynakli ve zehir aracili apoptoz i¢in bir¢ok drnek
bulundugunu, parazitoidlerin apoptozu tetikleyerek konaklarinin hiicresel bagisikligini

baskiladigini belirtmistirler.

2.2. Kaliks

Parazitoid yumurtalarinin, konak viicudunda bagisiklik sisteminden etkilenmeden
yetisebilmeleri icin, konak bagisiklik sisteminin baskilanmasit gerekmektedir. Bu
baskilanma i¢in, ovipozisyon esnasinda parazitoid tarafindan yumurta ile birlikte enjekte
edilen kaliks ve zehir dnemli bir etkendir. Konaga enjekte edilen bu sivilardan kaliks ve
zehir baz1 parazitoid tiirlerinde VLP (Viriis Benzeri Partikiil) ve PDV (Polidna Viriisleri)
igerebilir (Asgari ve ark, 1996; Luckhart ve Webb, 1996; Shelby ve Webb, 1999; Asgari ve
ark., 2003; Asgari, 2006). Farkli bocek tiirleri ile yapilan ¢alismalarda bazen; sadece kaliks
stvisinin bagisiklik sistemini baskiladigi, bazen de zehirin tek basina bagisiklik sistemini
baskiladigi sonuglara ulasilmistir. Gupta ve Ferkovich (1998) Microplitis croceipes
(Braconidae) tiiriiniin zehir sivisinin tek basma larval gelisimi etkilemedigini, fakat
enjeksiyonunun ardindan kisa ve uzun periyotta larvanin gelisimini yavaslatan kaliks sivisi
ile sinerjitik bir etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Kaliks sivisi ile yapilan ¢alismalarin
biiyiik bir kismi zehir ile birlikte etkilerini karsilastirmak iizerine olmustur, cok az ¢alismada

ise tek tek etkileri ele alinmistir (Wago ve Tanaka, 1989; Strand ve Dower, 1991; Webb ve
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Luckhart, 1994; Gupta ve Ferkovich, 1998). Bir¢ok calisma ise PDV’lerin bagisiklik
sistemine etkilerini incelemistir (Davies ve ark., 1987; Asgari ve ark., 1996; Asgari ve ark.,
1997; Beckage, 1998; Asgari ve Schmidt, 2003; Glatz ve ark, 2004). idiobiont parazitoid
tiiri olan P. turionellae’nin simbiyotik PDV ve VLP’lerden yoksun olup olmadig1 hakkinda

literatlirde bir ¢alismaya rastlanilmamastir.

Kitano ve Nakatsuji (1978) yaptiklart ¢alismada kaliks sivisinda gozlemlenen
partikiillerin etkisini gostermeye ¢alismislardir. Calismalarinin sonucunda kaliks sivisinda
goriilen partikiillerin enkapsiilasyonun baskilanmasinda bir etkisinin olmadigi; konak
bagisiklik sisteminin baskilanmasinda yumurtadan salgilanan materyal veya materyallerin

sorumlu olabilecegi kanisina ulasmiglardir.

1981 yilinda Edson ve arkadaslar1 kaliksde goriilen VLP’lerin immiinosupressor
olarak is gordiiklerini ve bu kaliks bilesenlerinin parasitoid embriyosunun konak viicudunda
enkapsiilasyona ugramadan gelismesi igin gerekli oldugu sonucuna ulagsmislardir. Ayni
calismada kaliks sivisinin santrifiijiinden sonra siipernatant kisminin enkapsiilasyonu
baskilamada yetersiz oldugunu belirtmislerdir. Oteyandan Kitano (1986) ¢alismasi
sonucunda kaliks s1visinin degil zehirin enkapsiilasyonun baskilanmasinda énemli bir faktor

oldugu sonucuna ulagmaistir.

Tanaka (1987a) kaliks sivisinin tek basina konak bagisikliginin baskilanmasinda bir
etkisinin olmadig1 sonucunu bulmustur. Ayni yil yaptig1 bir bagka calismada ise (Tanaka,
1987c) Braconidae ve Ichneumonidae kaliks sivilarindaki virlis benzeri partikiillerin
morfolojisini incelemis ve sekillerinin partikiil veya ¢ubuk sekilde olduklar1 belirlemistir.
Bu viriis benzeri partikiillerin hi¢birisinin yumurta yiizeyine tutunmadiklart ancak parazitoid
yumurtalarinin enkapsiilasyonunu inhibe etme yeteneginde oldugunu vurgulamistir.
Calismasinda feulgen ve methyl-green hitokimyasal boyamalar1 sonucunda kaliks sivisinin
DNA igerdigini ve bu DNA’nin kaliks sivisindaki filamentlerde yer aldigini bulmustur. Bu
filamentlerin ¢cogunlukla proksimal bolgede yer aldigini, distal bolgede ise bulunmadiginm
bildirmistir. Calismasinda tek basina kaliks sivisinin veya teratositlerin enkapsiilasyonu
inhibe etmede ise yaramadigini, zehir (venom) stvisinin kaliks ve/veya teratositlerin etkisini

desteklemesinin muhtemel oldugu sonucuna ulagmaistir.

Dover ve ark. (1987) kendilerinden 6nce kaliks sivisi ile yapilan ¢alismalarin, kaliks
stvisindaki - filamentlerin  bocek gelisimini  durduran faktér oldugunu gosterdigini

belirtmistir. Kaliks kaynakli bu gelisim durmasinin geri doniilebilir oldugunu ve bunun igin
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ecdysone veya 20-hydroxyecdysone dan 10ug enjekte edilmesi gerektigini tespit etmislerdir.
Calismalarinda Campoletis sonorensis (Hymenoptera: Ichneumonidae) kaliks sivisinin
enjekte edildigi Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) larvalarin alti haftadan fazla
yasadiklarin1 ve olduklar1 agsamada kalarak higbir gelisim gostermediklerini bulmuslardir.
Kaliks stvisinin partikiillerden arindirilmasi durumunda gelisimi durdurmakta basarisiz

oldugunu da ayn1 ¢calismada bulmuslardir.

Daha sonra yapilan bir bagka ¢aligmada kaliks sivisinin besinci asamadaki larval
hemositlerin tizerinde iki etkisi oldugu bulunmustur (Davies ve ark., 1987). Bu etkilerden
birincisi kaliks enjeksiyonlu deneklerden, kontrol grubuna gore daha fazla hacimde
hemolenf toplayabildikleridir. Ikinci etki ise farkli hemosit sayilarinda belirgin
degisikliklerdir. Kaliks sivist enjeksiyonunun plazmatosit yayilmasi davranisi tizerinde de

etkisinin oldugunu bulmuslardir.

Davies ve Vinson (1988)’e gore konak ovipozisyon boyunca parazitoid tarafindan
enjekte edilen PDV’lerin baskilayici etkisi nedeniyle enkapsiilasyon tepkisi gdsteremez ve
bu aragtirmacilara gére PDV’lerin hangi mekanizma ile bagisiklik tepkisini baskiladig

belirsiz de olsa konak-parazitoid iligkisi bakimindan bu viriislerin varligi 6nemlidir.

Bir baska calismaya gore ise; parazitlenmis ve parazitlenmemis konak hemosit
sayilarinda fark bulunmazken, hemositlerin in vitro yayilma hareketleri parazitlenme ile
degigsmektedir (Strand ve Noda, 1991). Calistiklar tiirin (Microplitis demolitor) kaliks
stvisinin - hemosit sayisint doza bagli olarak, kontrol grubuna kiyasla arttirdigin
belirlemislerdir. Ayni tiiriin zehirinin ise hemosit sayisinda kontrol grubuna oranla anlaml
bir degisiklige yol agmadigi sonucuna ulagsmiglardir. Kaliks sivisinin konak tiiriin gelisimini
durdurdugu yine ayni g¢alismanin sonuglar1 arasindadir. Zehir konak iizerinde higbir
fizyolojik etkiye sahip degildir fakat viriis etkisini belirgin bir sekilde artirmaktadir. Kalis
stvisinin konak gelisimi tizerineki etkisinden sivinin igerdigi PDV sorumludur ve bu etki

doza bagli olarak degismektedir (Strand ve Dover, 1991).

Dover ve ark. (1995) sadece PDV enjeksiyonu ile kaliks sivist enjeksiyonu arasinda
fark olmadigini bildirmislerdir. Calismalarinda ayrica siiperfizyolojik teratosit dozlarinin tek
baslarma konak gelismini durdururken, fizyolojik dozlarda tek baslarina etkisinin
olmadigimin mutlaka kaliks ve zehir enjeksiyonu olmadan konak gelisimini durdurmadigi
sonucuna ulasmislardir. Bu ¢alisma ile fizyolojik dozlardaki kaliks sivisinin konak

gelisimini durdurmak igin zehir ve teratositlerle birlikte is gdrmesi gerektigini ortaya
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cikartmiglardir. Dover ve ark. (1995) kaliks sivisi, zehir ve teratositlerin birlikte is
gormelerinin bile besinci seviye larvalarda dogal parazitlenme ile benzer sonuglar
dogurabildigini ve yetersiz kaldigini belirtmistir. Calismalarinda son olarak Juvenil Hormon
(JH) aktivitesinin kaliks/zehir enjeksiyonuna bagli olarak diisiis gosterdigini bulmuslardir.
Parazitlemenin, kaliks ve zehir karisiminin ayrica kaliks, zehir ve teratosit karisiminin
enjekte edilmesinin JH metabolik aktivitesini alti giin boyunca baskiladigini da tespit

etmislerdir.

Chelonus inanitus (Hymenoptera: Braconoidae) tiiriinde yapilan ¢alismada bu tiiriin
kaliks sivisinin yiiksek dozda enjeksiyonunda dahi etkisinin diisiik oldugu, ancak zehir
enjeksiyonu ile etkisinin arttig1 sonucu ortaya ¢ikmistir (Soller ve Lanzrein, 1995). Ayni
calismada kaliks sivis1 ve zehirinin konak gelisimini prepupal asamada durdurdugunu ve
metamorfoz gegirmesini engelledigini belirlemislerdir. Bu ¢calismada da kaliks sivisinin aktif

bileseninin PDV oldugu belirtilmistir.

Luckhart ve Webb (1996) calismalarinda Campoletis sonorensis (Hymenoptera:
Ichneumonoidae) tiiriiniin PDV’lerini kullanmig ve bu tiiriin kaliks sivisindaki PDV’lerin
kontrol grubuna gore enkapsiilasyona belirgin bir etkisinin olmadigi; PDV’lerin sadece
viriislerin enjeksiyonunu takip eden 24 saat sonra belirgin bir etki gosterdigi sonucuna

ulagmiglardir.

Asgari (2006) c¢alismasinda bir¢ok konak-parazitoid sisteminde PDV ve zehirin
birbirinden bagimsiz hareket ettigi fakat sinerjitik etkilerinin bulundugunu, bunun yaninda

PDV optimum fonksiyonlar1 igin zehirin gerekli oldugunu belirtmistir.

2.3. Hiicre Kiiltiirii

Bocek hiicre kiiltiirtine yonelik ilk ¢alismalar temel olarak doku kiiltiirii calismalaridir.
Devamli bocek hiicre hatlart Grace tarafindan 1962 yilinda Antherea eucalypti giivesinin
disi bireyinin ovaryumundan elde edilen hiicrelerle kurulmustur (Lynn, 1996). Grace’in
kurdugu dort hiicre hattindan bu yana sayisiz bocek ordosundan ve ¢ok sayida bocek
dokusundan 500’iin {izerinde bdcek hiicre hatti kurulmustur. Bu hiicre hatlari; bocek
bagisiklig1 caligmalari i¢in sinyal mekanizmalarinin incelenmesinde, virolojide, hemosit
gbcli ve gen ekspresyonunun hipotezlerinin test edilmesinde, ayrica yeni insektisitlerin
kesfedilmesinin dizayninda da kullanilmaktadirlar (Smagghe ve ark, 2009). Bunlarin

yaninda bocek hiicre kiiltlirii bocek fizyolosi, gelisim biyolojisi, patolojisi ve molekiiler

17



biyolojisi ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Lynn, 2002). Baculovirus hiicre kiiltiirii
¢alismalarinda en ¢ok ele alinan konulardan birisidir (Granados ve ark, 2007; Murhammer,
2007). Bocek fizyolojisinde ilgi cekici konulardan birisi olan en kompleks fizyolojik
olaylarin koordinasyonu ve nasil ortaya ciktiklarina iligkin sinyal mekanizmalarinin
incelenmesinde hiicre kiiltiirii ¢aligmalarindan faydalanilmaktadir (Smagghe ve ark., 2009).
Ormegin model bocekler iizerinde Toll reseptdriiniin bulunmus olmas1 memeli bagisiklik
sisteminde Toll benzeri reseptoriin bulunmasini kolaylastirmistir (Lemaitre ve Hoffmann,

2007).

2.4. Indol-3-Asetik Asit

John ve ark. (1979) calismalarinda IAA’nin 500 mg/kg dozunda fare ve sicanlarda
teratojenik etkisi oldugunu, bu dozun altinda bu yonde bir etkisinin olmadigini bulmuslardir.
IAA’nin kiiltiir ortamlarinda nétrofillerde sekil bozukluklarina ve teratojenik etkilerinin
oldugu, bunun yaninda si¢an ve insanlarda da hypoglisemiye neden oldugu bulunmustur
(Bertuzzi ve ark., 1997). Bu ¢aligmalarin yaninda IAA’nin ve metabolitlerinin insanda
bobrek yetmezligi ve fenilketoniiriye neden oldugunu gosteren ¢alismalar da vardir (Melo
ve ark., 1998). Celik ve ark. (2002) calismalarinda ise 25 giin boyunca 75 ppm [AA
uygulanmasininin si¢an karacigerinde ve bobreginde malondialdehit seviyesini artirdigini,
diger dozlarda ise bdyle bir etkisinin bulunmadigini ve bu sonuglarin yanisira subkronik
dozlarda IAA’nin toksik etkiye sahip oldugu sonucunu bulmuslardir. Yilmaz ve Yiiksel
(2005) ¢alismalarinda hamile farelere 300 mg/kg IAA dozunu 1/40 oraninda sulandirarak ii¢
giinde bir deri altina direkt enjekte etmisler ve bu yolla yaptiklari inceleme sonucunda 3.
nesil fare kemik iliginde IAA’nin mitotik indeksi arttirdig1 sonucunu bulmuslardir. IAA fare
fetiislerinde mikroensefaliye neden olmakta ve 1000 mg/kg dozunda beyin biiyiikliigiinii ve
agirhgint belirgin oranda azaltirken noronlarin S fazimi etkileyerek apoptoza neden
olmaktadir (Frukawa ve ark., 2004). Lins ve ark. (2006) ise IAA’nin 2 mg ve 18 mg
uygulamalarinin nétrofillerin fagositoz kapasitesinde belirgin bir artisa neden oldugunu
ancak ayni1 dozlarda karacigerde katalaz aktivitesini diigiirdiiglini tespit etmislerdir. Ayn
calismanin bir diger sonucu ise hepatik glutathinon peroksidaz aktivitesini 18 mg dozunun
belirgin oranda azaltmasidir. Lins ve ark. (2006) sonug olarak [AA’nin hayvanlarda olumlu

etki potansiyeli oldugunu ifade etmislerdir.

Yesilada (2000) Drosophila melanogaster iizerinde yaptig1 ¢alismasinda 10* M 1AA

dozunun tiirtin kanatlar1 iizerinde yer alan bliyiikk benekleri azalttifin1 bulmustur. Ayni
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calismada IA A’nin mutajenik bir etkisinin olabilecegini ve bunun yeni aragtirmalar ile ortaya
konulmasi gerektigini ifade etmistir. Karadeniz ve ark. (2011) IAA ve B-naphthoksi asetik
asit’in D. melanogaster kanat hiicrelerinde genotoksik etksini incelemis ve bu maddelerin

mutajenik veya rekombinogenik bir etkilerinin olmadig1 sonucuna ulasmislardir.

Ugkan ve ark. (2011) ¢alismalarinda IAA’nin Apantales galleriae (Hymenoptera:
Braconidae) gelisim biyolojisine etkilerini incelemislerdir. Yapilan g¢alismada IAA’nin
Ozellikle yiliksek dozlarda (200 ppm ve iizeri) ergin gelisim siiresini uzattigi sonucuna
ulagilmigtir. Caligmada farkli dozlarda uygulanan IAA’nin yasam uzunluklarint %50’den
fazla azalttig1 sonucuna ulasmiglardir. Ayrica IAA uygulamalarinin kontrol grubuna gore
erkek ve disi ergin birey sayisinda yaridan fazla azalma gosterdigini bulmuslardir. Calisma
sonucunda IAA dozlarina maruz kalan parazitoidin gelisim biyolojisinin 6zellikle yiiksek

dozlarda olumsuz etkilendigi sonucuna ulagmistir.

Uckan ve ark. (2014) IAA’nin Achoria grisella (Lepidoptera: Pyralidae) hemolenfinin
ve A. galleriae larvasinin biyokimyasal parametrelerine etkisini incelemislerdir. Bu
caligmada A. grisella’da IAA uygulanmasinin 10 ppm harig¢ protein seviyesinin doza bagl
olarak arttigini, seker seviyesinin 100 ve 200 ppm dozlarinda arttiini, lipid seviyesinin ise
5, 10, 200 ve 1000 ppm dozlarinda azaldigini bulmuslardir. Parazitoid i¢in yapilan
demelerde ise 50 ppm’in en etkili doz oldugunu bulmuslardir; bu dozda glikojen ve lipid
seviyesinde azalma tespit etmislerdir. [AA’nin 1000 ppm dozunda A. galleriae protein ve
seker seviyesinde azalma tespit etmislerdir. Caligmalarinin sonucunda IAA uygulanmasinin

biyokimyasal 6zellikleri farkl: sekilde etkiledigini ifade etmislerdir.

Uckan ve ark. (2015) IAA’nin G. mellonella ve P. turionellae biyolojik 6zelliklerine
etkilerini incelemislerdir. Farkili IAA dozlarmin (50- 10 000) uygulanmasi ile birinci nesil
konak larvalarinin puplasma siirecinin hizlandigini belirtmislerdir. Konak tiiriin verimi
acisindan ise sadece 5000 ppm’de %33’den fazla azalma oldugunu tespit etmislerdir.
Caligmada yumurta gelisim siireglerinde 1000 ve 10 000 ppm dozlarindaki artisin kontrol
grubuna kiyasla énemli oldugu sonucuna ulasmustir. ikinci neslin larval gelisim siiresinin
500 ve 5000 ppm’de arttigin1 belirlemislerdir. ikinci nesil pupa gelisim siiresinde ise 1000
ve 10 000 ppm dozlarinda %47°den fazla azalma oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica
caligmada parazitoid yasam siiresinin yiiksek dozlarda %27’den fazla azalma gosterdigi

sonucuna da ulagmislardir
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Celik (2014) “Konaga Verilen Indol-3-Asetik Asit (IAA)’in Konak Achoria grisella
Fabricus, 1794 (Insecta: Lepidoptera: Pyralidae) Hemositlerine Etkisi” baslikli ¢caligmasi ile
IAA’nin konak A. grisella hemositlerine etkisini incelemistir. Yaptig1 ¢calismada IAA nin
tiim dozlarinda kontrol grubuna gére toplam hemosit sayisinin istatistiksel olarak anlamli bir
artis gosterdigini belirtmistir. Caligmasinin mitotik indeks sonuglarinda IAA’nin herhangi
bir anlaml1 degisiklige yol agmadigini tespit etmistir. Benzer bir sekilde hemosit tiplerinin
de TAA dozlarindan etkilenmeyerek kontrol grubu ile anlamli bir fark olmadigi sonucuna
ulagmistir. Calismasinin apoptotik indeks sonuglarinda bazi farkliliklar olmakla beraber

IAA’nin apoptotik indekste anlamli bir farklilik yaratmadig1 sonucunu bulmustur.

2.5. Galleria mellonella

Walters ve Ratcliffe (1983) B. cerus ve E. coli bakterilerini G. mellonella nodiilasyon
tepkisini test etmek i¢in kullanmiglardir. Calisma sonucunda B. cerus’un larvanin bagisiklik
sisteminin tistesinden gelerek larvayi 6ldiirdiigiinii, 6teyandan E. coli’nin nodiile hapsolarak
cogalmasinin engelledigini tespit etmislerdir. Ayrica melanizasyonun bdcek bagisikliginin

onemli bir parcasi oldugunu bildirmistirler.

Anggraeni ve Ratcliffe (1991) ¢alismasinda percoll gradient yontemi ile G. mellonella
hemolenfinden plazmatosit, garniilosit ve sferiilositleri ayirmiglardir. Bu ¢alismada
plazmatosit ve graniilositlerin fagositozda birlikte ¢alistiklarin1 belirlemislerdir. Ayrica bu
calismanin bir diger sonucu olarak graniilositlerin boceklerde fenoloksidaz sisteminin temel

hiicresi oldugunu ifade etmislerdir.

Wiesner (1991) caligmasinda steril latex boncuklarin G. mellonella larvasinda
hemosdle enjeksiyonu ile gliglii savunma reaksiyonlarini uyardigini bulmustur. Hiicresel
savunmanin baglamasinin ardindan hemolenfde antibakteriyel aktivite gelistigini de
belirtmistir. Calismast sonucunda buldugu bulgularin hiicresel savunma tepkisi boyunca
hemositlerden salinan faktorlerin antibakteriyel maddelerin {iretimine neden oldugu
yoniindeki hipotezi destekledigini ifade etmistir. Wiesner (1992) calismasinda ise anyonlarin
katyonlara gore bagisikligi daha fazla uyardigini ve uyaranin karakterine goére humoral
bagisikligin derecesinin etkilendigini bulmustur. Ayni ¢alismada siilfiirik asit ile muamele
edilmis lateks boncuklarin, muamele edilmeyenlere gore humoral bagisikligi daha fazla
uyardigin1 bulmustur. Bu calismanin 6nemli bir diger sonucununda uyaranin ylizey
karakteristiginin degismesiyle humoral yanit yogunlugunun da degistigi oldugunu ifade

etmistir.
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Mullet ve ark. (1993) GM adi verilen 100 kDa agirligindaki proteinin graniilositlerle
etkilestigini ve bu proteinin monoklonal antibadi ile bloke edilmesinin nodiil oluguma
miktarini disiirdiiglinii, bunun yaninda plazmatositlerin bu proteinden etkilenmedigini

bulmuslardir.

Park ve ark. (2005) G. mellonella lavalarindan iki hemolenf proteini izole etmislerdir.
Bu proteinlerden birincisi Apolipophorin 11 (apoLp-Ill) ve digeri de 23,768.69 Da
molekiiler agirliga sahip GM protein-24 olarak adlandirdiklar1 proteindir. Bu ikinci proteini
yag cisimciklerinden klonlamislardir. ApoLp-1ll proteinin, cepropin gibi antibakteriyal
peptit aktivitesini etkiledigini, ancak GM protein-24 bu peptit lizerinde etkisiz oldugunu
belirlemislerdir. Bunun yaninda her iki proteinin de bdcek bagisikliginda kritik 6nemde
kabul edilen profenoloksidaz kaskadinin aktivasyonunda is gordiigiinii ifade etmislerdir. GM
protein-24’tin  profenoloksidaz iizerinde ApoLp-l1II’e gore daha etkili oldugunu

bulmuslardir.

Nodiilasyon bakteriyal ve fungal enfeksiyonlara karsi bir bagisiklik tepkisidir ancak
bazi viral enfeksiyonlar da nodiil olusumunu tetiklemektedir (Biiyiikgiizel ve ark., 2007). Bu
konuyu incelemek igin Biiyiikgiizel ve ark. (2007) Bovine Herperstes Simplex Virlis-1 ile
enfekte ettikleri G. mellonella larvalarini incelemislerdir. Viriis enjeksiyonunun nodiil
olusumunu tetikledigini bulmuslardir. Bunun eicosanoid etkisinde olabilecegini ifade

etmislerdir.

Meylaers ve ark. (2007) boceklerde bagisikligin asamalara gore farklilik gésterdigini
ve en etkili bagisiklik tepkisinin pupa asamasinda, sonrasinda larva asamasinda, ardindan da
ergin asamada goriildiigiinii bulmuslardir. Bunun yaninda metamorfoz siirecinin hemolenf

bileseni baglantili immiin hafizay: sinirladigini gostermislerdir.

Biiyiikgiizel ve ark. (2010) c¢alismalarinin sonucunda xanthotoxin degisiminin
eicosanoid aracili lipid peroksidasyonu ve protein karboksilasyonunun yaninda eicosanoid

aracili antioksidan enzim aktivitesini de uyardigini1 bulmuslardir.

Altuntag ve ark. (2012) Giberellik Asit (GA3)’iin G. mellonella hemositlerine etkisini
inceledigi ¢alismalarinda GAs’iin G. mellonella larval asamada hemositlerinde diisiik
dozlarda artis oldugunu, yliksek dozlarda ise bir degisiklik gozlemlemedigini bildirmistir.
Calismalarinda GA3 uygulanmasina bagli nekrotik hiicre sayisinin arttigini, 200 ppm dozun

tizerinde geg¢ apoptotik hiicre sayisini arttirdigini bulmuslardir. Mitotik indeksde de artis
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belirlemisglerdir. Bu ¢alismada ayrica GAs uygulanmasinin enkapsiilasyon ve melanizasyon

davraniglarini da etikledigi sonucuna ulagsmistirlar.

Wu ve Yi (2015) krom ve kursunun G. mellonella bagisiklik ve antioksidan sistemine
etkisini incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda kursun ve kromun diisiik dozlarmin (5pg/g)
toplam hemosit sayisini, fagositoz ve enkapsiilasyonunu ve larval hemolenf bagisiklik enzim
aktivitesini arttirdigini, yiiksek dozlarinin ise (100 ug/g) azalttigini  bulmuslardir. Ayni
calismada siiperoksit dismiitaz, peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzim aktivitesinin

doza bagli olarak arttigini belirlemislerdir.

2.6. Pimpla turionellae

Biiyiikgiizel (2001a) ¢alismasinda novabioksinin diisiik dozlarda P. turionellae hayatta
kalma sansini arttirdigini, yiiksek dozlarda uygulanmasinin ise tam tersi bir etkiye yol
actigin1 tespit etmistir. Aym1 yil yaptigr ikinci calismasinda (Biiyiikgiizel, 2001b) ise
novabioksin (6 mg) yaninda nalidiksik asitin (2 mg) P. turionellae sentetik besinine
karistirilmasinin %80.8 puplasma ve % 69.94 ergin olma verimliligi sagladigini ve bu

kombinasyonun erginlesme siiresini kisalttigini bulmustur.

Biiyiikgiizel ve Yazgan (2002) P. turionellae sentetik besinine 13 antimikrobiyal
madde ekleyerek bunlarin yasama ve gelisme oOzelliklerine etkilerini incelemislerdir.
Denenen bu antimikrobiyal maddelerin ¢ogunlugunun etkisinin larva asamasi sonrasinda
ortaya c¢iktigin1 ve bu asamada olumsuz etki gosterdiklerini belirlemislerdir. Bu
antimikrobiyal maddelerin higbirisinin P. turionellae iizerinde toksik bir etki gostermedigi

caligmanin bir diger sonucudur.

Biiyiikgiizel (2006) ¢alismasinda malathionun 100 ppm dozda G. mellonella puplasma
oranini diigiirdiigiinii ve buna bagl olarak P. turionellae ¢ikma oranini da disiirdiigiini
saptamistir. Bu c¢alismada ayrica 100 ppm dozun lipid peroksidasyon iiriinii olan
malonaldehit miktarin1 da belirgin bir sekilde arttirdigini bulmustur. Ayrica malathion
toksitisesinde oksidatif stresin P. turionellae sagligini kotii etkiledigine dair direkt kanitlar
bu calismanin bir diger sonucudur. Bu ¢aligmaya gore diisiik malathion uygulamalar1 P.

turionellae disilerinin oksidatif stres toleransini da arttirabilmektedir.

Durmus ve ark. (2008) calismalarinda Bovine Herpestes Simplex-1 viriisiiniin P.
turionellae larvalarinda nodiilasyon reaksiyonunu doza bagl olarak degistirdigini ve elde

ettikleri bulgularin, endoparazitlerin viriislere kars1 hiicresel bagisiklik yanit1 gelistirdigine
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dair hipotezi destekledigini ortaya koymuslardir. Ayrica eicosanoid aracili nodiilasyon
reaksiyonlariin bocekler i¢in yiliksek oranda 6zellesmis bir tepki oldugunu da calisma

bulgularinin gosterdigini bildirmislerdir.

Er ve ark. (2010) P. turionellae zehri ve parazitlemesinin G. mellonella hemositleri
tizerine etkilerini incelemistirler. Bu ¢alismada doz ve zamandan bagimiz olmak iizere pupal
hemosit sayisinda %50°den fazla azalma oldugunu, larvada ise yiisek zehir enjeksiyonuna
bagl olarak biiylik oranda diisiis gosterdigini bulmusturlar. Ayrica parazitlemenin pupa
asamasinda graniilositlerin sayisinda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu, bununla beraber
plazmatosit sayisinda artisa neden oldugunu bulmusturlar; larvada hemosit tiplerinde ne

parazitlemenin ne de zehir enjeksiyonunun etkili oldugunu gostermistirler.

Uckan ve ark. (2010) ¢alismalarinda P. turionellae zehir enjeksiyonu ve
parazitlemesinin  G. mellonella enkapsiilasyon ve melanizasyonuna etkilerini
incelemiglerdir. Caligmalarinin sonucunda enkapsiile olmamis boncuk sayisinda hem 4. hem
de 24. saatde doz arttikca artis bulmuslardir. Zay1f enkapsiilasyon bakimindan 4. saatte doza
gore artis belirlerken 24. saatte bir degisim olmadigini bulmuslardir. Giiglii enkapsiilasyon

tepkisi bakimindan ise doza bagli diizenli bir degisim tespit edememislerdir.

Ucgkan ve Sak (2010) cypermethrinin P. turionellae larval hemositlerin etkilerini
inceledikleri ¢caligmalarinda, cypermethrinin mitotik aktiviteyi azalttig1 ve apoptotik indeksi

arttirdig1 sonucunu ortaya koymuslardir.

Sak ve ark. (2011) ¢alismalarinda P. turionellae parazitlemesinin ve zehirinin G.
mellonella hemolenfinde total protein miktarina etkisini incelemisler ve bir degisiklige
neden olmadigini bulmuslardir. Sadece, larvalarda 24 saat sonunda total protein miktarinda
0,5 kese esdegeri zehir dozunda kontrol gurubuna oranla iki kata varan bir artig

belirlemislerdir.

Kayis ve Emre (2012) agir metal stresinin P. turionellae protein ve glikojen sentezine
etkilerini incelemiglerdir. Kadminyumun 20. giinden itibaren kontrol grubuna oranla protein
miktarini azalttigini; 30. giinden sonra en diisiik kadminyum dozunda protein miktar
artarken en yiiksek dozda azalmanin devam ettigini bulmustur. Glikojen bakimindan ise 10.
giinden itibaren kontrole gore artis gdzlemis, 20. giinden itibaren 0,10 ve 0,50 mg kadmiyum

dozlarinda 6nemli bir artis gézlenmis, 30. glinde yalnizca 0,50 ve 1 mg dozlarinda artis
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gozlenmislerdir. Kayis ve Emre (2012) ¢alismalarinin sonucunda P. turionellae’nin agir

metal kirliliginde indikatdr olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Calismamizda kullanilan konak ve parazitoid tiirler Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda 25 + 2 °C sicaklik, %60 + 5
nisbi nem ve 12: 12 (Aydilik: Karanlik) fotoperiod sartlarinda yetistirildi. Ortam sicaklig1 ve
nemi, nemlendirme cihazlari, nem alma 6zellikli klima ve 1sitic olarak radyator kullanilarak

stirekli denetim altinda tutuldu. Fotoperiyot zamanlayici cihazlar araciligi ile saglandi.

3.1. Konak

Konak kiiltiiriiniin olusturulmasinda onceden Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bo6limii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda bulunan G. mellonella
erginleri kullanild. ki ergin disi ve iki ergin erkek drnek 2 g dogal kararmis petek bulunan
1 It cam kavanoz igerisine konuldu. Kavanozun agzina hava sirkiillasyonu saglayacak
bicimde uygun boyutlu bez paket lastigi yardimiyla yerlestirilerek {izerine kiiciik delikler
acilmis kapakla kapatildi. Bu sekilde hazirlanan kavanozlar yukarida sartlari belirtilen
laboratuvar kosullarinda bekletildi. Larvalar gozlemlendiginde giinliik besin ihtiyaclarinin
karsilanmasi i¢in sentetik besin (Sak ve ark., 2006) eklendi. Uygun boyuta (0.18 £ 0.02 g)
gelen larvalar ayiklanarak deneylerde kullanildi, bir kism1 da pupa olusturmasi i¢in ayr1 bir
kavanoza aliarak tutunma yiizeylerini arttirmak ve koza olusturmasini kolaylastirmak igin
bu kavanozlara katlanmis teksir kagidi konuldu ve ayn1 laboratuvar kosullarinda bekletildi.
Yetisen pupalarin bir kismi konak kiiltiiriin devami i¢in kullanilirken bir kismi1 da parazitoid

kiiltiirliniin olusturulmasinda ve devam ettirilmesinde kullanildi.

3.2. Parazitoid

Parazitoid tiir P. turionellae’nin kiiltiiriiniin olusturulmasinda 6teden beri Kocaeli
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda
yetistirilen ergin bireyler kullanildi. Parazitoid 6rnekleri ti¢ yan1 uygun agla kapatilmis ahsap
50x50 cm Olgiilerindeki kafeslerde bakildi. Beslenmeleri i¢in diizenli araliklarla seyreltilmis
bal ¢ozeltisi emdirilmis hidrofil ve steril pamuk kullanildi. Ayrica belirli araliklarla konak
puplarinin hemolefleri ile beslenmeleri saglandi. Ureme olgunluguna ulasmis eriskin disi
parazitoidlere erken donem konak puplart yumurtalarini birakmak ic¢in sunuldu.
Yumurtalarin birakildig1 puplar 100 mI’lik cam kavanozlarda parazitlenme tarihlerine gore

siniflandirilarak ayni laboratuvar kosullarinda gelismeye birakildi. Pupadan ¢ikan
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parazitoidler ¢ikis tarihlerine gore siniflandirilarak kafeslere alindi. Elde edilen parazitoidler

kaliks s1visi eldesinde ve siiksesif kiiltiirin devaminda kullanildi.

3.3. Uygulanma

Saf IAA (Merck 1.00353.0010) Bronskill (1961) tarafindan verilen ve Sak ve ark.
(2006) tarafindan modifiye edilmis yar1 sentetik konak besinine katilacak olan suyun
(besindeki su oraninda degisiklik yapilmadan) yerine IAA’nin 50, 500, 1000, 5000 ve 10
000 ppm dozlar1 bulunan sivi eklendi. Her bir doz igin G. mellonella’nin iki disi ve iki erkek
ergin bireyi, icerisinde 2 gr dogal kararmis petek bulunan bir litrelik kavanozlara birakildi.
Larva ¢ikist gozlemlendiginde icerisinde ilgili doz bulunan sentetik besin her kavanoza 10
g olacak sekilde kavanozlara eklendi, 6rnekler uygun agirliga gelene kadar gerektikge bu
islem tekrarlandi. Bu sekilde yumurtadan ¢iktiklari andan itibaren IAA’nin 50-10 000 ppm
dozlarina maruz birakilan konak larvalar enkapsiilasyon, mitotik indeks, hemosit tiplerinin
belirlenmesi, apoptosis-nekrosis denemelerinin yanisira parazitoidin - hemositlerine

etkilerinin belirlenmesi i¢in parazitleme ¢alismalarinda kullanildi.

3.4. Kaliks Si1vis1

Calismalarda 10-20 giinliik P. turionellae disilerinin kaliks sivist kullanildi. Bunun
icin 20 adet disi parazitoidin ovipozitorleri kavranip c¢ekilmek suretiyle parazitoid
viicudundan ayrild1 ve ovaryumlari stereomikroskop altinda pens ve diseksiyon igneleri ile
cikartilarak 20 pl fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS Sigma pH: 7.4) bulunan buz icerisindeki
ependorf tiipleri i¢ine alindi. Bu tiipler +4°C’de 800 g’de 15 dakika santrifiije tabi tutuldu
ve bu islem ii¢ kez tekrar edildi. Bu sekilde elde edilen kaliks sivisi, gerekli oranda PBS
eklenerek - 70°C’de stoklandi. Bu yolla kaliks sivisinin Disi Esdegeri Kaliks (DEK) dozlari
asagidaki sekilde hesaplandi;

20 ovaryum —————3 100 pl PBS ————3 5l 1 Disi Esdegeri
20 ovaryumM  e—y» 200 ul PBS > 5l 0,5 Disi Esdegeri
20 ovaryumM  e———3 400 pl PBS > 510,25 Disi Esdegeri
20 ovaryumM  e———3 1000 pl PBS ——————3» 5l 0,1 Disi Esdegeri

Bu sckilde hazirlanan kaliks sivisi dozlari her bir konak larvasma “abdominal
proleg”in (abdomen kisminda yer alan bacak grubu) 6n kisminda yer alan segmentten

mikroenjektor (10 pl kapasiteli Hamilton marka) yardimiyla 5 ul olarak verildi. Enjektorden
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kaynaklanan delikten hemolenf sizmasinin engellenmesi i¢in bdlge vazelin stiriilerek
kapatildi. Ayrica higbir islem yapilmayan, sadece bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu
yapilan ii¢ kontrol gruplar i¢in de ayni islemler uygulandi. Bu yéntem Yu ve ark. (2007)

makalesindeki yontem modifiye edilerek olsuturuldu.

B.

Sekil 3.1. Pimpla turionellae ovaryumu A. Konumu B. Ovaryum
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3.5. Hemosit

3.5.1. IAA’nin hemosit sayisina etkisi

In vivo: 50-10 000 ppm doz araligindaki IAA’nin konak son dénem larvalarinin
hemositleri {izerine etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda, 0.18+ 0.02 g agirliginda son evre
larvalardan hemolenf alinip hemosit sayilar1 belirlendi. Deney i¢in her IAA dozu ve kontrol

grubundan 5’er larva kullanilarak 3 tekrar yapildi.

Farkli deney ve kontrol gruplarinda toplam hemosit sayilarinin belirlenebilmesi i¢in
larva birinci abdominal prolegin 6n segmentinden 4 pl hemolenf mikrokapiler tiip (Sigma)
yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf igerisinde 36 pl pihtilasma engelleyici soliisyon
(0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na,EDTA ve 0,041 M Sitrik asit, pH: 4.5) bulunan
eppendorf tiiplerine aktarildi. Seyreltilmis (1: 10) hiicre siispansiyonu mikropipet yardimiyla
birkag kez ¢ekip birakilmak suretiyle karistirildi ve hiicre siispansiyonundan 10 pl
mikropipet ile ¢ekilerek 0,100 mm derinlige sahip Neubauer hemositometresine (Improved
Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi. Hemositler Olympus BX51 model

Faz — Kontrast mikroskobunda sayildi.

IMPROVED
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1/400 SQ. MM.

1/10 MM.deep ‘
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‘\J \!“ |
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Sekil 3.2. Neubauer Hemositometre Lami

Neubauer hemositometresi iizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu sayim
alanlarinin bir ¢ukurlukla birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir sayim alaninda
koselerde dort tane 1 mm?lik boliimler (bilyiik kareler) bulunur. Bunlar 16 tane orta
biiyiikliikte kareye ayrilmistir (1/4 X 1/4 = 1/16 mm?). Ortada bulunan biiyiik kare ise 25
tane orta biiyiikliikte kareye ayrilmistir. Orta biiyiikliikteki karelerin etrafi ¢ift ¢izgi ile
cevrilmistir. Her bir orta kare de 16 kiigiik kareye boliinmiistiir (Sekil 3.2). Boylece, ortadaki
alanda 25 tane orta kare, 4 tane kii¢iik kare vardir. Bir kii¢iik karenin alan1 1/20 X 1/20 =
1/400 mm?dir. Sayim alani disinda kalan kenarlar, sayim alani yiizeyinden 0,1 mm

yiiksektir. Sayim alani lizerine hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim alan
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yiizeyi arasinda 0,1 mm'lik bir bosluk kalir. Boylece lam ve lamel arasinda kalan her karenin

hacmi hesaplanabilir:
En biiyiik (1mm?1ik) karenin hacmi, 1 X 1 X 0,1= 0,1 mm?3
0,1 mm?3=0,0001 cm® = 0,0001 ml’dir.

Sayim i¢in hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta biiyiikliikte karenin
tamamui sayilarak toplam hemosit sayilar1 belirlendi. Mililitredeki toplam hemosit sayilarinin

hesaplanmast igin;

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede saydigimiz hiicre sayis1 X Sulandirma katsayis1 X 10*

formiiliinden yararlanildi.

'

0,25 nm.

|
|
. |
|
|

T

Sekil 3.3. Neubauer hemositometresi sayim alani

In vitro: Calismalar steril biyolojik giivenlik kabini (Esco Class II) igerisinde
gerceklestirildi. Kabin igerisinde steril durumdaki 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabinda
caligsilacak her ornek i¢in 5 kuyucuk kullanildi. Besi ortami hazirlanmasi i¢in Biochore
marka 1s1l inaktivasyondan gegirilmis Fetal Bovin Serum (FBS)’dan 5 ml alinarak 0.22 pm
aralikli Sartorius marka siringa filtresi ile siiziildii. Bu siiziintiiniin {izerine Grace’s Insect
Medium (Sigma)’dan 45 ml eklenerek besi ortami hazirlandi. Her bir kuyucuk igerisine

onceden hazirlanmis olan bu besi ortamindan 100 ul konuldu. Bu sekilde hazirlanan her bir
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kuyucuga, yiizey sterilizasyonu yapilmis 0.18 + 0.02 g agirhigindaki G. mellonella
orneklerinden elde edilen 2 pl hemolenf eklendi. Hazirlanan hiicre kiiltirii kab1 27°C
sicakliktaki inkiibatorde (Binder) iki saat karanlikta inkiibe edildi. Bu yolla in vitro
deneylerde kullanilacak hiicre kiiltiirii materyali hazirlandi. In vitro ¢aligmalarda Nikon Ti-

U model inverted mikroskopta faz- kontrast’da 40x biiyiitmede incelendi.

Sayimlar igin her bir birey i¢in hazirlanan ayni siitundaki bes kuyucuk kullanildi. Bu
kuyucuklarin her birisinde birbirinden uzak, baglantisiz ve random (serbest se¢imli) segilen

bolgelerde alandaki hiicre sayisi1 belirlendi.

Breed (Prescott ve Breed, 1910) metoduna gore hiicre sayisinin hesaplanmasi i¢in
goriintiileme alaninin hesaplanmasi gerekmektedir. Biiyiitmede (40x) goriintiilenen alanin
cap1 0,52 mm olarak belirlendi, alan ise 0,212 mm? olarak hesaplandi. Her bir kuyucugun
taban alan1 35 mm? olarak iiretici tarafindan belirtilmistir. Buradan gériintiilenen alanin
1/165.094°1 oldugu hesaplandi. Kullanilan hemolenf miktari 1/500 m1’dir. Buradan da 1 ml

hemolenfteki hiicre sayisinin hesaplanmasi igin asagidaki formiile ulagsildi.

ml’deki hiicre sayis1 = Sayilan hiicre sayis1 x 165.094 x 500

3.5.2. IAA’nin P. turionellae hemosit sayisina etkisi

IAA’nin P. turionellae larvalari iizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in daha 6nce
anlatildig1 gibi gesitli IAA dozlarinim uygulanmasi ile yetistirilen G. mellonella larvalarinin
puplar parazitletildi. Bu sekilde parazitoid larvalar1 IAA’e maruz birakildi. Parazitletmenin
ardindan sekizinci giinde uygun boyuta gelen son evre P. turionellae larvalar1 G. mellonella
pupalart acgilarak toplandi. Toplanan larvalar stereo mikroskop altinda bocek ignesi ile
delindi. Disar1 sizan hemolenf 5ul kapasiteli mikrokapiller tiip (Sigma) aracilifiyla 4 pl
toplanarak 36 pul pihtilagma 6nleyici soliisyon igerisine konulup otomatik pipet yardimiyla
esit sekilde dagilmasi saglandi. Bu sekilde on kat sulandirilan hemolenf G. mellonlella
orneklerinde tarif edildigi sekilde hemositometreye yiiklenerek sayimlar1 yapildi ve aym

hesaplama kullanilarak hemosit sayis1 belirlendi.

3.5.3. Kaliks sivisinin hemositlere etkisi
In vivo: G. mellonella larvalarinin toplam hemosit sayisina kaliks sivisinin etkisinin
belirlenmesi igin toplanan kaliks s1visi, uygun biiytikliige ulasan (0.18+ 0.02 g) G. mellonella

larvalarina enjekte edilerek kullanildi. Enjeksiyon i¢in larvalar toplandiktan sonra buz kasedi
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tizerinde hareketlerinin yavaglatilmas: saglandi. Hareketleri yavaslayan larvalar sirtiistii
cevrilerek ilk abdominal prolegin oniindeki segmentten her bir larvaya 5Sul kaliks dozlar
mikroenjetor (Hamilton) yardimiyla enjekte edildi. Enjeksiyondan sonra hemolenf sizmasini
engellemek i¢in enjektoriin yol agtigr deligin bulundugu bolge vazelin ile kapatildi. Kaliks
stvisinin etkisinin belirlenmesi icin bir saat beklendi. Ardindan kaliks enjeksiyonu yapilan
larvalarin birinci abdominal prolegin 6n segmentinden 4 pl hemolenf mikrokapiler tiip
(Sigma) yardimiyla alinarak 36 ul antikoagulant igeren mikrosantrifiij tiiptine konuldu. Dibe
¢oken hemolenf ve antikoagulant karisimi otomatik pipetle ¢ekip birakma yontemi ile
karigtirildi. Bu yolla on kat sulandirilan hemolenf IAA i¢in kullanilan yontemle (3.5.1)
hemositometreye yiiklenerek sayim yapildi. Elde edilen sonuglar yukarida verilen formiile

gore hesaplanarak hemosit sayisi belirlendi.

In vitro: Kaliks sivist bagliginda (3.4.) anlatildig1 gibi toplanan kaliks sivis1 uygun
boyuttaki G. mellonella larvalarina daha Once agiklanan sekilde enjekte edildi.
Enjeksiyondan sonra bir saat siireyle beklendikten sonra hiicre kiiltiirleri daha once tarif
edildigi sekilde olusturuldu. Inkiibasyon igin 27°C sicakliktaki inkiibator’de (Binder) iki saat
bekletildi. 1ki saat sonunda kuyucuklar Nikon Ti-U model inverted mikroskopta faz-
kontrast’da 40x biiyiitmede incelendi. Hesaplamada IAA in vitro bagliginda agiklamasi

yapilan formiilden yararlanilarak hesaplandi.

3.6. Enkapsiilasyon ve Melanizasyon

Enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkilerinin belirlenebilmesi i¢cin Sephadex DEAE A-
25 (40-120 pum gapta) kromotografi boncuklari kullanildi. Boncuklarin larva igerisinde
bulunmasini kolaylastirmak amaciyla boncuklar ependorf santrifiij tiipiine alind1 ve PBS
iginde hazirlanan %1’lik Coomassie mavisi (Brilliant Blue G Sigma) boncuklar {izerine
mikropipet yardimiyla ilave edildi. Sephadex A-25 boncuklari bir saat boya ¢ozeltisi
icerisinde bekletilerek boyanmalari saglandi. Bir saatin sonunda siipernatant uzaklastirild
ve boncuklar iizerine taze PBS eklenerek yikandi. Yikama islemi ii¢ defa tekrar edildi.
Hazirlanan bu boncuk stogundan 50 ul kapasiteli ve 22 g uglu Hamilton mikroenjektor
yardimiyla 6rneklere enjekte edildi. Enjeksiyonunu takiben 4 saatlik ve 24 saatlik deney
gruplart olusturularak belirlenen saatlerin bitiminde stereomikroskop altinda 40’lik
biiyiitmede larvalar disekte edildi. Larvalarin tiim viicut bolgeleri incelenerek bulunan
boncuklar ince u¢lu diseksiyon ignesi yardimiyla alinip tizerinde bir damla PBS bulunan lam

lizerine aktarildi, lamel ile kapatilarak mikroskopta incelendi ve hemositlerin enkapsiilasyon
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davraniglart belirlendi. Konak larvalari icerisinden disekte edilerek ¢ikarilan boncuklar

Richards ve Dani (2008) ve Er (2011)’e uygun olarak;
* Boncuk enkapsiile olmamig veya iizerinde birkag hemosit var ise enkapsiile olmamis
* Boncuk iizerinde 2-9 katman hemosit var ise zayif enkapsiile olmus

* Boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katmani var ise gii¢lii enkapsiile olmus

olarak degerlendirildi.

Boncuklar degerlendirilirken; boncuklarin g¢evresinin %50°si ve fazlasinin hiicre
tabakas1 durumu gz Oniinde bulunduruldu. %50’si veya fazlasi enkapsiile olmamis ise
boncuk enkapsiile olmamis, 2-10 tabaka hiicre ile kapl ise zayif ve 10°dan fazla hiicre
tabakasi var ise gii¢lii enkapsiilasyon tepkisine sahipse gii¢lii kabul edildi. Bunlarin yaninda
boncuklarin yaricaplar1 da enkapsiilasyon durumlarinin degerlendirilmesine teyit etmek
amactyla kullanildi. Eger boncuk etrafindaki hiicre tabakasi boncuk yarigapindan fazla ise

giiclii, az ise zayif kabul edildi.

Melanizasyon durumu ise boncuk etrafindaki hiicre tabakalarindaki hiicrelerin %20
veya daha azinda melanizasyon var ise zayif, %20-%70 aras1 orta %70’den fazla ise giiglii

tepki olarak degerlendirildi.

IAA uygulamasi yapilan uygun boyuttaki son evre G. mellonella larvalarina yukarda
aciklandigi gibi mikroenjektor yardimiyla kromatografi boncuklari verildi ve enkapsiilasyon
ve melanizasyon tepkileri degerlendirildi. Her bir doz igin bes adet 4 saat grubunda, bes adet
24 saat gurubunda olmak iizere toplam 10 6rnek degerlendirildi. Her bir deney ii¢ defa tekrar
edildi.
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C

Sekil 3.4. Enkapsiilasyon durumlari; A Enkapsiile olmamig, B Zayif Enkapsiilasyon, C Giicli
Enkapsiilasyon (Nikon Ti-U 10X)

Kaliks dozlar ile yapilan denemelerde ise 6nceden belirlenmis olan kaliks dozlari,

kaliks sivis1 bagliginda anlatildig1 gibi son evre G. mellonella larvalarina enjekte edildi.
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Enjeksiyonun ardindan bir saat beklendikten sonra yukarida aktarildigi gibi kromatografi
boncuklari, kaliks enjeksiyonu i¢in acilan delikten viicut icerisine verildi. Boncuklar her doz
icin 4 ve 24 saat bekleme siireleri sonunda diseksiyonla toplanarak degerlendirmeleri
yapildi. Her bir doz i¢in bes adet 4 saat grubunda, bes adet 24 saat gurubunda olmak iizere
toplam 10 ornek degerlendirildi. Her bir deney ii¢ defa tekrar edildi.

3.7. Apoptotik indeks, Mitotik Indeks ve Mikrogekirdek

In vivo: Er ve ark. (2011) tarafindan apoptotik indeksin belirlenmesi igin gelistirilen
Acridine Orange (AO) ve Ethidium Bromide (EB) floresans boyalar ile ikili boyama yontemi
IAA dozlarinda yetisen G. mellonella 6rneklerinin apoptotik indeksin, mitotik indeksin ve
mikrocekirdek durumlarinin belirlenmesinde kullanildi. Bu yontemin kullanilabilmesi igin
Er (2011) ve Altuntas (2011) calismalarinda verilen prosediir incelendi. Orneklerden
abdominal proleg oniindeki segmenten delinerek mikrokapiller tiip yardimiyla alinan 5 pl
hemolenf lam iizerine yayildi. Bu hemolenf iizerine sirastyla 100 pg/ ml AO ve 100 pg/ ml
EB ¢ozeltilerinden 5 pl ilave edilerek bekletilmeden Olympus BX51 marka floresans
mikroskobunda mavi 1sikta incelenerek hemositlerin erken apoptotik, gec¢ apoptotik,
nekrotik ve canli hiicre sayilar1 Cendoroglo ve ark., (1999) ile Kosmider ve ark. (2004)’e

gore belirlendi. Buna gore;

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

e Erken apoptoz (Hiicre membran biitinliigli bozulmamistir ancak kromatin
yogunlasmasi ve fragmantasyonu vardir, niikleus parlak yesil goriiniir.)

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

e Nekroz (Sekil olarak normal olan turuncu niikleus g6zlenir.)

Mitotik indeks belirlenmesi i¢in apoptotik indeksi belirlemek amaciyla sayilan 1000
hiicrede gézlemlenen ¢ift niikleus (tek hiicrede ayni1 boyutlu iki niikleus) barindiran hiicreler
sayild.

Mikrogekirdek durumlarinin belirlenmesi i¢in de apoptotik indeks i¢in sayilan
hiicrelerdeki mikrogekirdek olusumlarinin bulundugu hiicreler belirlendi.

IAA uygulanmis G. mellonella larvalarindan elde edilen 5 ul hemolenf'ile her bir IAA
dozu i¢in (50-10 000) her tekrarda bes 6rnek olmak iizere ii¢ tekrarda 15 6rnek kullanilarak

deneyler tamamlandi.
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Kaliks enjeksiyonu ardindan apoptotik ve mitotik indeksi ile mikrogekirdek olusumu
durumlart yukaridaki yontemle degerlendirildi. Her bir deneme i¢in bes drnek ve toplamda
ti¢ tekrarda 15 o6rnek kullanildi.

P. turionellae larvalarinin apoptotik, mitotik indeksi ile mikrogekirdek olusum
durumlarmin incelenmesi i¢in IAA dozlarina maruz kalmis G. mellonella pupalarinin
parazitletilmesiyle elde edilen P. turionellae larvalar1 kullanildi. Bu yolla elde edilen P.
turionellae larvalarinin viicutlarinin posterior bolgesi bocek ignesi ile stereomikroskop
altinda delindi. Delikten sizan hemolenf mikrokapiller tiip ile 5 pl ¢ekilerek lam {izerine
yayildi. Ardindan yukarida agiklandigi sekilde AO ve EB ikili boyamasi kullanilarak
Olimpus BX51 model mikroskop ile mavi 1s1k altinda degerlendirildi.

In vitro: In vitro kosullarda apoptotik ve mitotik indeks ile mikrogekirdek
durumlarmin saptanmas i¢in hiicre kiiltiirii ortamlar1 hazirlandi. inkiibasyonun ardindan 100
ng/ ml AO ve 100 pg/ ml EB ¢ozeltilerinden sirasiyla 5 pl ve 30 ul eklenerek bes dakika
karanlikta bekletildi. Bekleme siiresinin ardindan besi ortami kuyucuktan ¢ekilip hiicreler
PBS araciligiyla yikanarak fazlalik boyanin uzaklagmasi saglandi. Bu islemin ardindan
Nikon Ti-U tip mikroskopta mavi filtre ile canli ve erken apoptotik hiicreler belirlenirken,
yesil filtre ile ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler belirlendi. Her iki filtre ile incelenen
hiicrelerden ¢ift niikleuslu olanlar mitotik, kii¢iik niikleus parg¢a veya parcalar1 igerenler
mikrogekirdek olarak degerlendirildi. IAA’nin ve kaliksin belirlenen dozlari i¢in her
tekrarda bes ornek kullanildi ve deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

IAA uygulanmis Orneklerden hazirlanan hiicre kiiltlirii ortami yukarida anlatilan
islemlere tabi tutulduktan sonra in vivo yontemde bahsedilen siniflandirma yontemine gore
apoptotik durumlar1 degerlendirildi.

Kaliks enjeksiyonu ardindan hazirlanan 6rnekler hiicre kiiltiirii olusturulmasi igin
kullanildi. Orneklerin apoptotik durumlar1 in vivo ydntemde bahsedilen siniflandirma

yontemine gore degerlendirildi.

3.8. Istatistik

Tim deney sonuglarinda elde edilen ortalamalar tek yonlii varyans analizleri
(ANOVA) ile karsilastirildi. Bulunan ortalamalar arasindaki farklar Tukey gergekten
anlamli farklilik (Tukey HSD) testleri ile degerlendirildi. Veri analizinde SPSS 20.0 istatistik
programi (IBM) kullanildi. Sonuglar P<0,05 diizeyinde olanlar istatistiksel olarak anlamli,

P >0,05 olanlar istatistiksel olarak anlamsiz/6nemsiz olarak degerlendirildi.

35



BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Hemosit Sayisi

4.1.1. IAA’nin toplam hemosit sayisina etkisi

In vivo: IAA’nin farkli dozlarinda (50-10 000 ppm) yetistirilen G. mellonella son
donem larvalarinda, toplam hemosit sayilarina etkileri i¢in li¢ tekrar yapildi ve her tekrarda
bes larva kullanildi. Cizelge 4.1.1°de gorildiigii gibi kontrol grubu G. mellonella
larvalarinda hemosit sayis1 19.13 x 10° hiicre/ml iken, IAA dozunda yetisen 6rneklerin
tamaminda hemosit sayilart kontrol gurubundan yiiksek olarak belirlendi. 50 ppm dozu
25.21 x 10° hiicre/ml ile en yiiksek hemosit sayisina sahip IAA dozu olarak saptand.
Sonuglar Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Yapilan tek yonlii varyans analizi
sonuclarina gore kontrol gurubuna gore tiim [AA gruplarinda hemosit sayisi1 yiiksek bulundu
ve istatistiksel olarak bu fark dnemli olarak olarak tespit edildi. IAA gruplar igerisindeki
fark ise 6nemsiz oldugu belirlendi (F: 7.779; dF:5; P: 0.00).

Literatiir bilgisi incelendiginde cesitli fiziksel etmenlerin (yaralanma, 1s1 soklar1 vb)
ve bazi biyolojik etmenlerin (bakteriyal yada viral enfeksiyon, cesitli kimyasal
uygulamalari) veya parazitlenmenin dolasimdaki hemosit sayisini etkiledigi goriilmektedir
(Ratcliffe ve ark., 1985; Narayanan, 2004; Phukan ve ark., 2008; AbdEI-Aziz ve Award,
2010; Er ve ark., 2010; Kim ve Kim, 2010; Altuntas ve ark., 2012; Celik, 2014). Altuntas ve
ark. (2012) calismalarinda bir bagka bitki gelisim diizenleyicisi olan GAz kullanmiglardir.
Calisma sonucunda GA3z uygulamasinin diigilk dozlarda (50-500 ppm) toplam hemosit
sayisinda artisina neden olurken yiiksek dozlarda (1000-5000 ppm) diisiise neden oldugunu
bulmuslardir. Celik (2014) IAA uygulamasi yaparak Achoria grisella ile yaptigi ¢alismada
IAA’nin tiim uygulama dozlarinin kontrol grubu ortalamasina gore daha yliksek sayida

hemosite sahip olduklar1 sonucuna ulagmstir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuglar literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda uyumlu
oldugu goriilmektedir. IAA uygulamast hemosit sayisinda anlamli bir artisga neden

olmaktadir.
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Cizelge 4.1. IAA’nin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vivo)

Hemosit Ortalamasi ( x10°)

IAA dozu Min. - Max. degerler ( x10°) (Hiicre/ml)
(ppm) (Hticre/mb Ortalama hiicre sayis1 + SH *
Kontrol 14.70 — 24.30 19.13+0.81°2
50 21.30 - 29.50 2521+0.68"
500 18.70 — 28.80 23.14+0.81°
1000 19.70 — 29.30 24.15+0.81°
5000 20.40 — 27.50 23.82+0.64°
10 000 19.60 — 28.00 23.23+0.72°

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aymi siitunda aymi harfi tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir.

25,21

25 23,14 24,15 23,82 23,23
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K 50 500 1000 5000 10000
IAA Dozlar (ppm)

Sekil 4.1. IAA’nin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vivo)

In vitro: IAA’nin farkli dozlarinda (50-10 000 ppm) yetistirilen G. mellonella son
donem larvalarindan hazirlanan hiicre kiiltiiri ortamlarinda, IAA dozlariin toplam hemosit
sayilarina etkileri igin li¢ tekrar yapildi, toplamda 15 6rnek kullanildi. Yapilan sayimlarda
IAA dozlarinda yetisen tiim Orneklerin hemosit sayilari, kontrol grubuna (10.85 x 10°

hiicre/ml) oranla yiiksek bulundu. 50 ppm dozu 19.16 x 10° hiicre/ml ile en yiiksek hemosit
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sayisina sahip IAA dozu olarak tespit edildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de
sunulmaktadir. Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucu tipki in vivo sonuglarda oldugu gibi
tim IAA dozlarinda kontrol grubuna gore hemosit sayilarinda artis vardir ve bu artis
istatistiksel olarak 6nemlidir. IAA dozlar1 arasindaki fark ise istatistiksel olarak 6nemsizdir.
In vitro kosullarda elde edilen sonuglar, in vivo sonuglar ile uyum igerisindedir. (F: 7.593;
dF:5; P: 0.00)

Cizelge 4.2. IAA’nin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vitro)

IAA dozu i 6
Min. - Max. degerler ( x10°) Hemosnt(l(;:itcz;lzﬁ?)s H(x10)
(ppm) (Hiicre/ml)
Ortalama hiicre sayis1 + SH *
Kontrol 8.33-12.18 10.85+0.272
50 11.62 — 24.98 19.16 £ 0.13°
500 8.14 — 20.99 16.04+0.10°
1000 10.68 — 22.57 15.54 +0.10 "
5000 10.82 - 21.92 17.05+0.11°
10 000 8.54 —21.22 16.12+0.99°

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aymi siitunda aymi harfi tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir.
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Sekil 4.2. TAA’nin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vitro)
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4.1.2. Kaliks sivisimin G. mellonella toplam hemeosit sayisina etkisi

In vivo: P. turionellae disilerinden elde edilen kaliks sivisinin farkli dozlarinin (0,1 —
1 Disi Esdegeri Kaliks) son evre G. mellonella larvalarinin toplam hemosit sayisina
etkilerinin belirlenmesi i¢in herbir doz i¢in bes Ornekten ii¢ tekrar yapildi. Elde edilen
sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3’de gosterilmektedir. Kontrol, Bos enjeksiyon ve PBS
enjeksiyonunda hemosit sayilar1 birbirlerine yakin degerlerken kaliks dozlarinda tedrici bir
azalma s6z konusudur. Buna gore kaliks enjeksiyonu dozu 0,1’den 1 disi esdegeri doza
dogru gidildik¢e hemosit sayis1 azalmaktadir. Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucunda
kontrol gruplart olan Kontrol, Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu gruplari ile 0,1 DEK
enjeksiyonu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir; ancak diger kaliks dozlar1 olan
0,25 DEK; 0,5 DEK ve 1 DEK enjeksiyonu ile kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel
olrak dnemlidir. Kaliks gruplari arasinda ise 0,1 DEK ile 0,25 DEK ve 0,5 DEK arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemsiz; ancak 0,1 DEK ile 1 DEK arasindaki fark istatistiksel olarak
onemlidir. Son olarak 0,25 DEK, 0,5 DEK ve 1 DEK arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (F: 10.364; dF:6; P: 0.00).

Kaliks enjeksiyonunun konak toplam hemosit sayisina etkisi ile alakali az sayida
caligma vardir. Er ve ark. (2010) P. turionellae parazitlemesinin ve zehir enjeksiyonunun G.
mellonella’da pupal ve larval hemositlerin nasil etkiledigi konusunda bir c¢aligma
yapmiglardir. Calismalarinda parazitlenmenin ve zehir enjeksiyonun pupal hemosit
sayllarinda kontrol grubuna goére Onemli bir azalmaya neden oldugunu, ancak kendi
aralarinda bir farklilifa neden olmadigi sonucuna ulasmislardir. Pupal hemosit sayisi
degisimlerinin zehir dozuna bagli oldugunu ancak zamana gore degismedigini de
belirlemislerdir. Larvada ise deney gruplarinda farklilik gozlemlenmesine ragmen diisiik
dozlarda bunun anlamli bir fark yaratmadigi, yliksek dozlarda farklarin goriildiigii ortaya
konmustur. Arastirmacilar pupal evrede hemosit sayilarindaki degisimin aksine larval
evrede hemosit sayilarindaki degisimin hem doza hem de zamana baglh olarak degistigi

sonucuna varmiglardir.

Davies ve ark. (1987) Campoletis sonorensis PDV’lerinin Heliothis virescens hemosit
sayist ve plazmatosit davraniglarima etkisinin incelendigi caligmalarinda; kaliks
enjeksiyonunun zamana baglh olarak hemosit sayisini diistirdiigii, ilk dort saatte hemosit
sayisinda 6nemli bir degisiklik olmazken sekizinci saatten sonra hemosit sayisindaki

degisimlerin 6nemli oldugunu bulmuslardir. Kaliks enjeksiyonunu takip eden 16 giin
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boyunca incelemelerine devam etmisler sekizinci saat sonrasinda bulunan sonuglar ile 16.

giin sonunda elde edilen veriler arasinda istatistiksel fark bulunamamustir.

Strand ve Noda (1991) Microplitis demolitor (Hymenoptera: Braconidae)
parazitizminin Pseudoplusia includens hemositleri iizerine etkilerini inceledigi caligmada
parazitlenme sonrasi ilk {i¢ glinde hemosit sayilarinda artis, sonrasinda ise azalma oldugunu
bulmusglardir. Kaliks s1visinin etkisini ise doza bagli olarak degistigini; diisiik disi esdegeri
uygulamalarinda kontrol grubundan daha yiiksek oranda hemosit gézlemlendigini, yliksek
doz uygulamalarinin ise kontrol grubu ile hemen hemen ayni oldugunu bulmuslardir. Ayni
zamanda Kkaliks sivisi ile birlikte zehir enjeksiyonunun da sonucu degistirmedigini

bildirmislerdir.

Gupta ve Ferkovich (1998) kaliks enjeksiyonunun Galleria mellonella larvasinda

gelisimi belirgin oranda 6nledigi, puplasmanin da azaldig1 sonucuna varmislardir.

Stettler ve ark. (1998) yaptiklar1 caligmada farkli tiirlerin parazitlemesinin, zehir
ve/veya kaliks enjeksiyonunun enkapsiilasyon, hemositlerin yayilma aktivitesi, toplam ve
farkli hemositlere etkileri ile hemosit morfolojisine etkilerini 6zetlemislerdir. Bu ¢alismada
yer alan tabloya gore kaliks sivisi, zehir sivist ve parazitlenme tiirden tiire degisken 6zellik
gostermektedir. Calismalarinin sonucu olarak kaliks sivisi ve PDV’lerin tek baslarina veya

zehir ile birlikte hemositlerdeki degisikliklerden sorumlu olabileceklerini 6ne siirmiislerdir.

Literatlir bilgisi incelendiginde kaliks sivisinin enjeksiyonu ile toplam hemosit
sayisinda genel olarak azalma goriilmektedir. Onceki calismalar gdz 6niinde
bulunduruldugunda kaliks sivisinin etkisi tiirden tiire degismektedir. Er ve ark. (2010)’nin
zehir enjeksiyonundan elde ettigi sonu¢ ve diger literatiir bilgisi ile karsilastirildiginda;
calismamizda elde ettigimiz kaliks enjeksiyonunun hemosit sayisinda azalmaya neden

olmasi sonucu literatiir bilgisi ile genel olarak uyum igerisindedir.
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Cizelge 4.3. Kaliks sivisinin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vivo)

Hemosit Ortalamasi ( x10°)

Kaliks dozu Min. - Max. degerler ( x10°)

(DEK) (Hiicre/ml) (Hiicre/ml) = SH *

Kontrol 18.40 — 28.30 22.26+0.80°
Bos 17.50 — 28.80 23.00+0.96°2
PBS 17.70 — 26.70 22.63+£0.732
0,1 17.50 — 24.70 20.49 + 0.50 @
0,25 1250 — 24.60 18.28 +0.91 b
0,50 12.80 — 23.20 17.87 +0.78 ¢

1 11.30 — 21.00 16.95 +0.69°

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a-c) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir

Hemosit Sayisi (x10° hiicre/ml)

2

> 22,26 23 22,63

20,49
20 18,28 1787
! 16,95

15
10

5

0

K Bos PBS 0,1 0,25 0,5 1

Kaliks Dozu (DEK)
Sekil 4.3. Kaliks sivisinin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vivo)

(o]

In vitro P. turionellae disilerinden elde edilen kaliks sivisinin farkli dozlarimnin (0,1 —
1 Disi esdegeri) son evre G. mellonella larvalarinin toplam hemosit sayisina etkilerinin in

vitro belirlenmesi igin her bir doz igin ti¢ tekrar yapildi ve her tekrarda bes 6rnek kullanildi.
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Elde edilen sonuglar Cizelge 4.4. ve Sekil 4.4’de gosterilmektedir. Kontrol, Bos enjeksiyon
ve PBS enjeksiyonunda hemosit sayisi ortalamalari birbirine yakindir. Hemosit sayist kaliks
dozlarinda ise 0,1’den 1 disi esdegeri doza dogru gidildik¢e azalmaktadir. SPSS programi
ile yapilan tek yonlii varyans analizi sonucu farkli dozlardaki kaliks enjeksiyonunun in vivo
ve in vitro sonuglar1 aynidir. Kontrol, Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu gruplar ile 0,1
DEK enjeksiyonu arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir. Diger enjeksiyon dozlari
olan 0,25 DEK; 0,5 DEK ve 1 DEK enjeksiyonu ile kontrol gruplar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir. Kaliks gruplar1 arasinda ise 0,1 DEK ile 0,25 Dek ve 0,5 DEK
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken 0,1 DEK ile 1 DEK arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemlidir. Kaliks dozlar1 arasinda son olarak 0,25 DEK, 0,5 DEK ve 1
DEK arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (F: 16.591; dF:6; P: 0.00).

Cizelge 4.4. Kaliks sivisinin G. mellonella hemosit sayisina etkisi (in vitro)

Kaliks dozu Min. - Max. degerler ( x10°) Hemosit Ortalamas: ( x10°)
(DEK) (Hiicre/ml) (Hiicre/ml) =+ SH *
Kontrol 18.24 — 24.43 21.02+0.48%

Bos 17.91 — 23.88 21.58+0.41°2
PBS 19.76 — 23.06 21.46+0.252
0,1 17.89 — 22.62 2022 +0.34 %
0,25 16.40 — 20.77 19.04 + (.33 b¢
0,50 16.21 — 20.91 18.91 +0.35b¢

1 16.62 — 19.29 17.94 + 0.20¢

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a-c) tasiyan gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir.
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Sekil 4.4. Kaliks sivisinin G. mellonella toplam hemosit sayisina etkisi (in vitro)

4.1.3. TAA’nmn P. turionellae toplam hemosit sayisina etkisi

Farkli TAA dozlarinin (50-10 000 ppm) parazitoid P. turionellae hemosit sayisina
etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligma sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.5 ve Sekil
4.5°de gosterilmektedir. Kontrol grubunda ml’de ortalama 17.11 x10° hiicre vardir. En
yiiksek hemosit say1st ml’de 18.29 x10° hiicre ile 50 ppm dozda tespit edildi. Yapilan tek
yonlii varyans analizi sonuglarina gére kontrol gurubu ile IAA gruplar1 arasinda hemosit
sayisi farkli olsa da istatistiksel olarak bu fark 6nemsiz olarak bulundu. (F: 0.736; dF:5; P:
0.599)

Literatiir de P. turionellae hemosit sayilarina iliskin bir ¢alisma bulunmadig gibi
BGD’lerin bu tiir tizerine etkisine iliskin bir ¢alisma da bulunmamaktadir. Ancak konak tiir
G. mellonella hemosit sayisinda IAA dozlarina bagl degisim goz oniinde tutuldugunda P.
turionellae hemosit sayisinda degisim gozlemlenmemesi, elde edilen diger bulgularla uyum

igerisindedir.
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Cizelge 4.5. IAA’nin P. turionellae toplam hemosit sayisina etkisi

IAA dozu Min. - Max. degerler ( x10°) Hemosit Ortalamasi ( x10°)

(ppm) (Hiicre/ml) (Hiicre/ml) = SH *
Kontrol 15.30 — 19.40 17.11+0.322
50 15.40 — 20.70 18.29 + 0.45 2
500 14.40 — 21.10 17.61+0.60°2
1000 15.20 — 18.80 17.63 £0.26 2
500 16.60 — 19.00 17.55+0.17%
10 000 13.10 — 21.50 17.67 +£0.63%

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilariin yaninda ayni siitunda ayn harfi (a-c) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir.
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Sekil 4.5. IAA’nin P. turionellae toplam hemosit sayisina etkisi
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4.2. G. mellonella Hemositlerinin Enkapsiilasyon ve Melanizasyonu

4.2.1. IAA’nin enkapsiilasyona etkisi

Belirlenmis IAA dozlarinda yetistirilen G. mellonella larvalarindaki enkapsiilasyon
tepkisindeki degisiklikleri incelemek igin ii¢ tekrar yapild: ve tepkiler 4. saat ile 24. saatte
gozlemlendi. Her doz i¢in 4. saatte 15, 24. saatte 15 olmak iizere toplam 30 6rnek iizerinde

deneme yapildi. Dérdiincii saat igin elde edilen bulgular Sekil 4.6°da, 24. saat igin elde edilen
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bulgular Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Ayrica elde edilen verilerin tamami Cizelge 4.6’da
sunulmaktadir. Yapilan tek yonlii varyans analizi sonucuna gore IAA dozlar1 kontrol
grubuna gore ¢esitli degisiklikler gosterse de bu farkliliklar 4. saatte istatistiki olarak
onemsiz bulunurken, 24. Saatte 50 ppm ile 5000 ppm arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bu dozlarin diger dozlar ve kontrol grubu ile arasindaki fark ise dnemsiz olarak

saptandi.

4. enkapsiilasyon sonuglart incelendiginde; enkapsiilasyon bakimindan istatistiksel
olarak bir fark bulunamamistir [(enkapsiile olmamis boncuk; F: 0.373; dF: 5; P: 0.866)
(zay1f enkapsiile olmus; F: 0.797; dF: 5; P: 0.555) (giiglii enkapsiile olmus; F: 0.451; dF: 5;
P:0.711)].

24. saat enkapsiilasyon sonuglar1 degerlendirildiginde; enkapsiile olmamis boncuklar
bakimindan 50 ppm doz ile 5000 ppm doz arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir.
Enkapsiile olmamis boncuklar 50 ppm dozunda artis gosterirken (% 7.65), diger tim
dozlarda kontrole (% 4.46) gore diisiik bulundu. En diistik deger ise 5000 ppm’de (% 1.81)
bulundu. Enkapsiile olmamig boncuk durumlart bakimindan 50 ppm ve 5000 ppm
birbirlerinden farkli iken; diger IAA dozlar1 ve kontrol ile aralarindaki fark énemsizdir (F:
2.235; dF:5; P: 0.058). Zayif ve giiglii enkapsiile olmus boncuklarin yiizde durumlari
degerlendirildiginde anlamli bir fark bulunamamistir [( zayif enkapsiile olmus; F: 0.621;

dF:5; P:0.684) (giiglii enkapsiile olmus F: 0.251; dF:5; P: 0.938)].

Bocek hemosit aracili bagisiklik tepkilerinden birisi olan enkapsiilasyon davranisina
BGD’lerin etkileri ile alakali az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Altuntas ve ark. (2012) GAs
ile yaptiklar1 ¢alismada bu hormonun 4. saat enkapsiilasyon davranislarinda enkapsiile
olmamis ve giiglii enkapsiile olmus boncuk sayisinda artisa neden oldugu, 24. saat
enkapsiilasyon davranislarinda ise zayif enkapsiile olmus boncuk sayisi artarken, giiclii
enkapsiile olmus boncuk sayisinda énemli oranda azalma oldugu sonucuna ulagmiglardir.
Bu bakimdan degerlendirildiginde ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclar GAs ile yapilan
calismada elde edilen sonuglardan farklilik géstermektedir. Bunun nedeni olarak iki farkli
bitki gelisim diizenleyicisi olan IAA ve GA3’lin birbirlerinden farkli BGD olmalari ve farkl

mekanizmalarla calisiyor olmalari diigiiniilebilir.
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Sekil 4.6. IAA’nin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkilerinin 4. saat sonuglari
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Sekil 4.7. IAA’nin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkilerinin 24. saat sonuglari
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Cizelge 4.6. IAA’nin G. mellonella enkapsiilasyonuna etkisinin 4. ve 24. saat sonuglar1

I1AA dozu 4. saat [Boncuk sayisi (% + SH)*|
(ppm) Boncuk Sayis1  Enkapsiile Zayif Giiclii

olmamis Enkapsiilasyon  Enkapsiilasyon

Kontrol 263 23 (%8.41 + 182 (%70.93 + 58 (%20.66 +
2.09)? 2.82)° 2.87)2

50 292 25(%38.09 + 220 (%76.87 + 47 (%15.04
2.47)2 3.89)¢ 4.16)®

500 319 33 (%8.22+ 223 (%73.41+ 63 (%18.37
1.75)2 3.46) 2.99)2

1000 312 29 (%8.02+ 229 (%75.30 + 54 (%16.68 +
1.89)2 2.82)2 2.44)2

5000 287 26 (%8.99 + 202 (%70.94 + 59 (%20.06 +
2.06)? 3.35)% 3.11)2

10 000 266 33 (%1129 + 191 (%7199 + 42 (%1671 +
1.92)2 2.64)? 2.76)2

24, saat [Boncuk sayis1 (% = SH)*]

Kontrol 315 10 (%4.46+ 136 (%43.90 + 169 (%51.64 +
1.35) 3.81)* 4.31)°

50 327 21 (%7.65+ 122 (%39.44 + 184 (%52.92 +
2.01)° 2.98)2 3.86)2

500 330 14 (%3.37+ 131 (%40.89 + 185 (%55.74 +
0.88) % 3.71)* 4.16)°

1000 326 9 (%3.50 = 130 (%42.83 + 187 (%53.67 +
1.42)% 4.27)* 5.08)2

5000 292 6 (%1.81 £ 124 (%44.79 = 162 (%53.41 +
0.87)2 4.92) 4.73)2

10 000 287 8 (%2.60 £ 135 (%48.10 + 144 (%49.30 +
1.35) % 5.19)2 4.52)2

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a-b) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak Onemsizdir.

4.2.2. TAA’nin melanizasyona etkisi

Farkli dozlardaki TAA’nin konak G. mellonella hemositlerinin melanizasyon

davraniglarina etkisinin incelendigi deneylerde 4. saat sonucunda ulasilan sonuglar Sekil

47



4.8’de gosterilmektedir. Sekil 4.9°da ise 24. saat sonuglari verilmektedir. Tiim sonuglar bir

arada Cizelge 4.7°de gosterilmistir.

Sonuglar degerlendirildiginde 4. saatte zayif melanizasyonda gruplar arasinda fark
goriilmemistir (F: 0.640; dF:5; P: 0.670). Orta dereceli melanizasyonda da gruplar arasindaki
fark onemsiz bulunmustur (F: 1.192; dF:5; P: 0.32). Gii¢li melanizasyon bakimindan
degerlendirildiginde 50 ppm dozu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark vardir. Bunun
yaninda 50 ppm dozu ile diger IAA dozlar1 arasinda 6nemli bir farklilik bulunmazken, 50
ppm disindaki dozlar ile kontrol grubu arasinda da fark yoktur (F: 2.631; dF:5; P: 0.029).
Melanize olmamis boncuklar bakimindan degerlendirildiginde 5000 ppm dozu diger IAA
dozlarindan farklilik gostermezken, kontrol grubu ile arasindaki fark anlamlidir. Melanize
olmamis boncuklar bakimindan kontrol grubu ile 5000 ppm dozu arasindaki fark 6nemli, bu
gruplarin diger IAA dozlari ile arasindaki fark anlamsizdir (Olmamis F: 2.446; dF:5; P:
0.040).

Melanizasyonun 24. saatte zayif olarak siniflandirilan durumunda gruplar arasindaki
fark 6nemsiz bulundu (F: 2.216; dF:5; P: 0.060). Orta olarak smiflandirilan melanizasyon
tepkisinde ise dozlar aras1 fark anlamsiz olarak tespit edildi (F: 1.094; dF:5; P: 0.370). Giiglii
melanizasyon goriilen gruplar arasi fark anlamsizdir (F: 1.967; dF:5; P: 0.092). Melanize
olmamis boncuklar bakimindan degerlendirildiginde 50 ppm ve 1000 ppm dozlar1 kontrol
grubundan farklilik géstermektedir, bunun yaninda 50, 1000 ve 5000 ppm dozlar1 arasindaki
fark 6nemsizdir. Aynt zamanda 1000 ppm dozu ile 10 000 ve 500 ppm dozlar1 arasindaki
fark da onemlidir. Melanize olmamis boncuklar bakimindan kontrol grubu ile 500, 5000 ve

10 000 ppm dozlar1 arasindaki fark 6nemsizdir (F: 5.158; dF:5; P: 0.00).

Melanizasyon durumlar1 zayif, orta ve giiglii olarak smiflandirilmadan; melanize
olmus ve olmamis boncuklar karsilastirildiginda 4. saatte kontrol grubunda boncuklarin
%15.89 melanize olmamisken kalan %84.11°luk kismi1 melanize olmustur. IAA’nin 5000
ppm dozunda melanize olmamis boncuklarin yiizdesi %36.15 iken melanize olan
boncuklarin  yiizdesi % 63.85’dir. Melanize olmamig boncuklarin istatistiki
degerlendirmesinde bu iki grup arasindaki fark 6nemli bulunmustur. Melanize olmamis
boncuklarin 24. saat durumlar incelendiginde kontrol grubundan elde edilen boncuklardan
%13.06’s1 melanize olmamisken %86.94’li melanize olmustur. Kontrol grubuna gore
melanize olmamis boncuk bakimindan farklilik gosteren 50 ppm dozunda boncuklarin

%32.95’1 melanize olmamisken, %62.05’1 melanize olmustur. Ayni sekilde kontrol
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grubundan 1000 ppm dozunda boncuklarin %40.67°si melanize olmamis, %59.33’l

melanize olmustur.

IAA’nin melanizasyon tepkimelerine etkisi hakkinda literatiirde bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Ik kez calismamizda uyguladigimiz melanizasyon derecesine gore
simiflandirarak incelenmesi 6nceden yapilmadigi icin bir karsilastirma yapilamamistir.
Ancak melanize olmus boncuk sayisi bakimindan bir degerlendirme yapilacak olursa
IAA’nin melanizasyonu tiim dozlarinda azalttig1 sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Bu sonug

Altuntas ve ark. (2012)’nin melanizasyon sonuglari ile uyum igerisindedir.
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Cizelge 4.7. IAA’nin G. mellonella melanizasyonuna etkisinin 4. ve 24. saat sonuglar1

Melanizasyon (% + SH¥)

1AA dozu
4 saat
(ppm)
Olmams Zayif Orta Giiclii
Kontrol 1580 £3.41% 32.17+4.25% 20.64+3.13%  31.31+3.80°
50 31.38+4.53% 37.69+4.95% 1443+207%  16.50+1.93"
500 2932+537% 3337+6.11% 16.56+3.058 20.74+3.66%
1000 2929+4.03%® 3123+386% 19.30+2.44% 20.18+3.37%
5000 36.15+5.21° 29.05+4.52% 16.61+3.01% 18.19+3.56%
10 000 26.78 £3.03%® 2871+288% 22.17+£2.65% 2234+3.12%®
24 saat
Kontrol 13.06£2.32%  44.74+496% 15.05+2.71% 27.16+5.25°
50 32.95+4.63° 32.85+454% 11.25+1.54% 2295+4.42°2
500 22.18+4.43% 2045+508% 17.22+2.69% 31.15+4.312
1000 40.67 £5.41° 2734+364% 12.71+£229%  19.28 +3.342
5000 31.10£4.24%¢ 3584+3.60%° 14.80+3.49%  18.27+2972
10 000 20.65+4.33% 27.67+483% 1896+3.008 32.72+5.17°2

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aymi siitunda ayni harfi tasiyan gruplar arasinda ki fark

istatistiksel olarak 6nemsizdir (a-c)

4.2.3. Kaliks sivisinin enkapsiilasyona etkisi

Belirlenmis Disi Esdegeri Kaliks (DEK) dozlar1 (Kontrol, Bos enjeksiyon, PBS
enjeksiyonu, 0,1 DEK, 0,25 DEK, 0,50 DEK ve 1 DEK) ile G. mellonella larvalarindaki

enkapsiilasyon tepkisindeki degisiklikleri incelemek igin ii¢ tekrar yapildi ve tepkiler 4. saat

ile 24. saat sonunda gozlemlendi. Her doz igin 4. saatte 15, 24. saatte 15 olmak {izere toplam

30 ornek tizerinden deneme yapildi. 4. saat i¢in elde edilen bulgular Sekil 4.10°da, 24. saat

icin elde edilen bulgular Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Elde edilen veriler yiizde deger
olarak Cizelge 4.8 dedir.
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Kaliks enjeksiyonunu takip eden 4. saatte kontrol gruplari olan Kontrol, Bos
Enjeksiyon ve PBS enjeksiyonunda tiim enkapsiilasyon durumlarinda (enkapsiile olmamius,
zay1f enkapsiile olmus ve gii¢lii enkapsiile olmus) boncuklar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamsiz olarak saptandi. Kaliks enjeksiyon gruplar1 olan 0,1 DEK, 0,25 DEK, 0,5
DEK ve 1 DEK gruplar arasindaki fark ise tiim enkapsiilasyon durumlarinda istatistiksel
olarak 6nemsiz bulundu. Kaliks enjeksiyonu yapilan drnekler ile kontrol gruplari arasindaki
fark ise tiim enkapsiilasyon durumlarinda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Kaliks
enjeksiyonuna bagl olarak doz arttik¢a (0,1 DEK den 1 DEK’e dogru) enkapsiile olmamis
boncuk ylizdesi de artis gosterdi. Zayif ve giiclii enkapsiile olan boncuklarin ylizde degerleri
de kaliks enjeksiyon dozu arttik¢a kontrol gruplarina gore azaldi [(Enkapsiile olmamis F:
41.197; dF:6; P: 0.00), (Zayif Enkapsiile Olmus F: 45.586; dF:6; P: 0.00), (Gliglii Enkapsiile
Olmus F: 7.863; dF:6; P: 0.00)].

Kaliks enjeksiyonundan 24. saat sonra kontrol gruplari (Kontrol, Bos enjeksiyon ve
PBS enjeksiyonu) ile 0,1 ve 0.25 DEK dozu arasinda enkapsiile olmamis boncuk yiizdesi
bakimindan anlamli bir farklilik tespit edilemedi. Enkapsiile olmamis boncuk durumu
bakimindan 0,5 DEK ve 1 DEK arasinda istatsitiksel olarak 6nemli bir fark vardir, bu yiiksek
kaliks dozlari ile kontrol gruplari, 0,1 ve 0,25 DEK arasindaki farkda istatistiksel olarak
anlamlidir. Kaliks enjeksiyonuna bagli olarak enkapsiile olmamis boncuk sayisi doz arttik¢a
dogru orantili olarak artis gosterdi. Zayif enkapsiilasyon durumunda kontrol gruplar ile 0,5
DEK ve 1 DEK dozlar arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark bulunmadi. Diger dozlar
ve kontrol gruplar ile 0,1 DEK ve 0,25 dozlar1 arasindaki fark énemli bulundu. Ayni
zamanda 0,1 DEK ve 0,25 DEK dozlarinin kendi aralarindaki fark 6nemsizdir. Giiglii
enkapsiilasyon tepkisi bakimindan ise kontrol gruplari kendi arasinda anlamli bir fark
gostermezken, kaliks dozlart da kendi arasinda 6nemli bir fark gostermedi. Ancak kaliks
enjeksiyon gruplari ile kontrol gruplari arasindaki fark énemlidir [(Enkapsiile olmamis F:
56.850; dF:6; P: 0.00), (Zayif Enkapsiile Olmus F: 22.371; dF:6; P: 0.00), (Gii¢lii Enkapsiile
Olmus F: 130.726; dF:6; P: 0.00)].

Davies ve Vinson (1988) calismalarinda. sonorensis kaliks sivisinin H. virescens
enkapsiilasyon tepkisini baskiladigi sonucuna ulagsmistir. Luchart ve Webb (1996)
Campolethis sonorensis ile yaptiklari c¢alismada 0,1; 0,4 vel DEK dozlarinin erken
enkapsiilasyona etkisi olmadigi, uzun vadede (24 saat sonunda) ise etkili oldugu sonucuna
ulagsmiglardir. Kitano (1982) Apanteles glomeratus ile yaptigi ¢alismasinda zehir aparati

uzaklastirlldiginda; sadece kaliks sivist ve yumurta enjekte edildiginde enkapsiilasyon
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gozlemlemistir. Normal A. glomeratus ile yaptigi ¢alismada ise yumurtalarin higbirisinin
enkapsiile olmadigi sonucunu bulmustur. Calismasinin sonucunda A. glomeratus zehir
kesesinin konak bagisikligini baskilamada onemli bir faktor oldugunu belirtmistir. Kitano
(1986) yaptig1 bir diger ¢alismada ise A. glomeratus kaliks sivisinin bir dnce bahsettigimiz
calismasinda oldugu gibi tek basina enkapsiilasyonu baskilamada yeterli olmadigi sonucunu

bulmustur.

Webb ve Luckhart (1994) C. sonorensis zehir ve ovaryum proteinlerinin H. virescens
tizerine etkilerini inceledikleri c¢aligmalarinda PDV’lerin ilk ekspresyonlarinin
parazitlenmenin 4. saatinden sonra goriilmeye bagladigini tespit etmislerdir. Stoltz ve Guzo
(1986) ¢alismalarmin Hyposoter fugitivus kaliks sivisi ve PDV’lerinin Malacosoma disstria
enkapsiilasyon tepkisine etkisini inceledikleri kisimda kaliks ve PDV’lerin enkapsiilasyonu

biiyiik oranda baskiladigini gostermislerdir.

Tanaka (1987¢) galismasinda zehir enjeksiyonunun enkapsiilasyonunu baskilamadig;
sadece kaliks enjeksiyonununda % 54’iiniin tamamen enkapsiile oldugunu, %39’una
hemositlerin baglandigini tespit etmistir. Zehir ve kaliks enjeksiyonunda ise Sephadex
boncuklarinin % 38,5 oraninda enkapsiile olmadigini, % 46,2’sinin yiizeyine hemositlerin

baglandigini, % 15,4 oraninda ise tamamen enkapsiile oldugunu bulmustur.

Calisgmamizda elde edilen bulgular yukarida Ozetlenen literatiir bilgisi ile uyum
igerisindedir. Kaliks sivisinin 4. saat enkapsiilasyon davraniglarimi  baskiladigi
goriilmektedir. Ote yandan 24. saat enkapsiilasyon davranislar1 bakimindan incelendiginde
enkapsiile olmamis boncuklar sadece yiiksek dozlarda artis gdsterirken, zay1f enkapsiilasyon
0,1 ve 0,25 DEK dozlar1 diger kaliks dozlarindan ve kontrol gruplarindan farklilik
gostermektedir. Giiglii enkapsiilasyon bakimindan ise yine yiiksek kaliks dozlar1 olan 0,5 ve
1 DEK dozlart diger dozlar ve kontrol gruplarindan farklilik gdstermektedir. Kaliks ile
alakal1 ¢alismalarin yaninda Er ve ark. (2010) calismas1 goz 6niinde bulunduruldugunda P.
turionellae zehirinin G. mellonella enkapsiilasyonunun baskilanmasinda kaliks sivisi ile

birlikte ig gordiigi diisiiniilebilir.
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Cizelge 4.8. Kaliks sivisinin G. mellonella’nin enkapsiilasyonuna etkisinin 4. saat ve 24. saat

sonuglari
Kalik 4 saat (ortalama = SH¥*)
allKs
Boncuk Giiclii
(DEK) Enkapsiile olmamis  Zayif Enkapsiilasyon
Sayisi Enkapsiilasyon
Kontrol 219 56 (% 26.68 +4.12)% 142 (% 64.51 £4.35)% 21 (% 8.81 + 0.34)?
15 (% 12.87 +
Bos 222 55 (% 21.81 £2.53)% 152 (%65.32 £ 2.60)?
1.98)
PBS 249 53 (%19.32£2.78)* 172 (%70.94 = 3.45)% 24 (%9.74 £ 0.26)?
0,1 238 169 (% 74.65 +3.80)° 65 (% 23.50+3.80)° 4 (% 1.85+0.01)°
0,25 221 160 (% 72.76 £2.31)° 59 (%26.40£2.36)° 2 (% 0.84 + 0.06)"
0,5 298 227 (% 77.24 +2.15)° 66 (% 20.99 +2.00)° 5 (% 1.78 + 0.08)°
1 229 177 (% 77.23 £4.02)° 50 (% 22.05+4.15)° 2 (% 0.72 + 0.05)°
24. Saat
148 (% 64.64 +
Kontrol 232 7(%2.52+1.017% 77 (% 32.85+2.27)2
2.30)2
141 (% 65.68 +
Bos 210 13 (%7.72+1.33)% 56 (%26.60 + 3.51)?
3.80)2
142 (% 68.21 +
PBS 208 13 (% 5.36£2.58)% 53 (% 26.43 £2.57)2
2.98)2
23 (% 9.22 +
0,1 220 43 (% 19.53 £3.27)% 154 (% 71.25+3.83)°
2.48)°
18 (% 9.40 +
0,25 194 41 (%20.79 £ 7.36)® 135 (% 69.81 + 7.93)"
3.24)"
7 (% 2.95 £
0,5 240 178 (%77.24 £ 6.91)° 55 (% 28.46 £ 6.75)2 126"
1 192 169 (% 89.21 £ 1.59)¢ 23 (% 10.79 + 1.59)2 0 (% 0)

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayn1 harfi (a-C) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir
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4.2.4. Kaliks stvisimin melanizasyona etkisi

Kaliks enjeksiyonunun G. mellonella hemositlerinin melanizasyonuna etkisinin
incelendigi deneylerde 4. saat sonucunda ulasilan sonuglar Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
24. saat sonuglar1 ise Sekil 4.13’da gosterilmektedir, elde edilen tiim bulgular Cizelge 4.9°da
sunulmaktadir. Kaliks enjeksiyonu kontrol gruplarina (Kontrol, Bos enjeksiyon ve PBS

enjeksiyonu) gére hem 4. saatte hem de 24. saatte anlamli degisikliklere neden oldu.

Yapilan deneylerin 4. saat sonuglarinda melanize olmamis boncuklar bakimindan 0,5
DEK dozu kontrol, PBS enjeksiyonu ve 1 DEK dozu ile anlamli bir farklilik gosterirken,
diger dozlarla bir farklilik gostermemistir. Zayif ve gii¢lii melanizasyonda gruplar arasinda
anlamli bir farklilik bulunamadi. Orta melanizasyon durumunda ise 0,25 ve 0,5 DEK dozlar1
kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik géstermektedir. Bunun yanisira 0,5 DEK dozu bos
enjeksiyon ve 0,1 DEK dozu ile farklilik géstermezken diger dozlarla ve PBS enjeksiyonu
ile de farklilik gostermektedir. [(Olmamis F: 4.891; dF:6; P: 0.00) (Zayif melanizasyon F:
1.291; dF:6; P: 0.269), (Orta melanizasyon F: 4.375; dF:6; P: 0.001), (Gii¢lii melanizasyon
F: 2.574; dF:6; P: 0.023)].

Yapilan deneyler sonucunda 1 DEK dozunda 24. saat sonunda boncuklardan
hicbirisinde melanizasyon tespit edilemedi. Melanize olmamis boncuklar bakimindan 0,5
DEK dozu 0,1 DEK dozundan farklilik gostermedi, diger tiim dozlar ve kontrol gruplari ile
arasindaki fark onemli bulundu. Zayif melanizasyon bakimindan degerlendirildiginde 0,5
DEK dozu, kontrol ve 0,1 DEK dozu arasinda anlamli bir fark bulunmazken diger tiim
dozlarla arasindaki fark onemli bulundu. Orta melanizasyon bakimindan gruplar arasinda
fark tespit edilemedi. Gliclii melanizasyon tepkisi bakimindan degerlendirildiginde 0,5 Dek
dozu ile kontrol ve bos enjeksiyon gruplari arasinda 6nemli bir fark vardir. PBS enjeksiyonu,
0,1 DEK ve 0,25 DEK dozlar1 ile kontrol grubu arasinda énemli bir fark varken; ayni
gruplarin bos enjeksiyon grubu ile arasindaki fark anlamsizdir [(Olmamis F: 7.402; dF:5; P:
0.00) (Zay1f melanizasyon F: 3.952; dF:5; P: 0.003), (Orta melanizasyon F: 1.427; dF:5; P:
0.223), (Guglii melanizasyon F: 6.067; dF:5; P: 0.00)].

Kaliks  stvistnin melanizasyon  tepkimelerine  etkisi  hakkinda  ¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda uyguladigimiz melanizasyon derecesine gore
siniflandirma sonucu bu nedenle karsilastirilamamistir. Ancak melanize olmus boncuk sayisi
bakimindan bir degerlendirme yapilacak olursa kaliks enjeksiyonu sonucunda melanize

olmayan boncuklar bakimindan karsilastirildiginda tim dozlarinda azalttig1 sonucu ortaya
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¢ikmaktadir. Bu sonu¢ Er (2011)’in ¢alismasinda elde ettigi melanizasyon sonuglar ile

uyum igerisindedir.
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Cizelge 4.9. Kaliks sivisinin G. mellonella’nin melanizasyonuna etkisinin 4. ve 24. saat sonuglari

Melanizasyon (% + SH¥)

Kalisk (DEK) 4 saat
Olmams Zayif Orta Giiclii
Kontrol 50.66+6.28%  11.73+2.15% 21.38+258%  16.23 £4.462
Bos 70.18+4.89%  959+1.93% 11.04+1.76% 9.19+2.012
PBS 5537+6.21*  9.02+1.69% 18.60+3.39%  17.01 +4.48?
01 69.82+£5.09% 10.59+2.14% 12.85+3.16%°¢  6.74+0.692
0,25 7236+3.36%  895+1.50%  9.44+1.14"% 9.25+2.12¢2
0,5 82.43+1.45°  5.66+0.40%  6.59+0.95¢ 5.33+0.592
1 61.56+6.98% 11.89+£248% 17.64+3.46%®  8.91+239?2
24 saat
Kontrol 34.06+7.24% 2030+2.69%® 12.34+223%  33.30+7.63°
Bos 30.87 +5.53%  26.57+4.22% 17.46+2.14% 2509+5.28%
PBS 4531+656% 31.34+4.80% 12.90+1.96% 10.46+ 1.45%
0.1 53.44+6.11% 2346+431% 11.88+1.95% 11.22+2.08%
0,25 4405+570% 2598+3.31% 1419+197% 15.79+2.54"
0,5 7320+297°  9.94+156°  1037+£1.93*  6.49+0.57°

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ti¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayn siitunda ayn1 harfi (a-C) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemsizdir

4.3. Apototik Indeks, Mitotik indeks ve Mikrogekirdek

4.3.1. IAA’nmin G. mellonella hemositlerinde apoptotik indekse etkisi

In vivo kosullarda IAA’nin farkli dozlarda (50-10 000 ppm) yetistirilen G. mellonella

son donem larvalarinda, apoptotik indekse etkilerinin belirlenmesi i¢in ii¢ tekrar yapildi. Bu

deneyde her bir doz i¢in bes, ii¢ tekrar i¢in toplam 15 larva kullanildi. Elde edilen sonuglar

Sekil 4.14 ve Cizelge 4.10°da gosterilmektedir. Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda

IAA’nin apoptotik indekste 6nemli bir fark ortaya ¢ikartmadig tespit edildi.
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Yapilan denemelerde canli hiicreler bakimindan degerlendirildiginde en yiiksek
ortalama % 91.53 ile 1000 ppm dozunda bulundu. En diisiik canli hiicre yiizdesi ise % 89.37
ile kontrol gurubundadir. Diger IAA dozlari bu iki deger arasinda dagilim gosterdi (F: 1.493;
dF:5; P: 0.201).

Erken apoptotik hiicreler bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde kontrol
grubu %5.55 ortalama ile en yiiksek degerin goriildiigii gruptur. En diisiik ortalama ise
%4.80 ile 500 ppm degerinde goriildii. Diger IAA dozlarimin ortalamalar1 bu iki deger
arasinda dagilim gdstermektedir, ancak bu degerler diizenli bir artis veya azalma seklinde

degildir (F: 0.660; dF:5; P:0.655).

Geg apoptoz yiizde ortalamalar1 bakimindan elde edilen veriler degerlendirildiginde
en yiiksek ortalama % 3.77 ile 500 ppm dozunda, en diigiik deger ise % 2.61 ile 1000 ve
5000 ppm dozlarinda saptandi. Kontrol grubu ve kalan IAA dozlar1 bu degerler arasinda
ortalamalara sahiptir. Diizenli bir artig veya azalma s6z konusu degildir (F: 1.444; dF:5; P:

0.217).

Nekrotik hiicreler bakimindan en yiiksek ortalama kontrol grubundadir (% 1.07). En
diisiik nekrotik hiicre yiizdesi % 0.57 ile 1000 ppm dozundadir. Diger dozlar siralandiginda;
50 ppm de %0.68, 500 ppm de %0.81, 5000 ppm de %0.71 ve 10 000 ppm dozunda
%0.62’dir (F: 0.987; dF:5; P: 0.431)

Apoptoz; hiicrelerde kii¢iilme, hiicre zarinda kabarciklar olusmasi ve sitoplazmik
icerikde meydana gelen degismelerle karakterizedir. Omurgasizlar istilaci tiirler, toksik
maddeler ve yabanci cisimlere karsit bagisiklik tepkilerini gosterirken apoptoz meydana
gelmektedir (Clem ve ark., 1991; Strand ve Pech, 1995b; Pech ve Strand, 2000; Clarke ve
Clem, 2003; Le ve ark., 2003; Sung ve ark., 2003a,b).

Bitki gelisim diizenleyicilerinin boceklerdeki apoptotik indekse etkileri lizerine az
sayida ¢alisma vardir. Furukawa ve ark. (2004) ¢alismasinda IAA uygulanmasinin serebral
korteksin erken gelisim safhasinda mikroensefaliye neden oldugunu bulmuslardir. Kim ve
ark. (2004) yaptiklar1 ¢alismada IAA’nin Horseradish Peroxidase (HRP) ile birlikte

uygulanmasinin insan melanoma hiicrelerinde apoptosise neden oldugunu bulmuslardir.

Altuntas ve ark. (2012) GAs ile yaptiklar ¢calismada yiiksek dozlarin apoptotik etkiyi
onemli oranda arttirdigini, nekrotik hiicrelerin tiim dozlarda yiiksek oldugunu, canli hiicre

sayilarinin ise 5000 ppm dozunda 6nemli oranda azaldigin1 bulmuslardir. Celik (2014)
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calismasinda TAA dozlarinda artisa ragmen canli hiicre sayist ve apoptotik hiicreler

bakimindan anlamli bir degisim olmadig1 sonucuna ulagmustir.

Onceki calismalardan da anlasilabilecegi gibi IAA ile apoptoz arasinda bir iligki
bulunmaktadir. Tiim hiicre durumlart istatistiksel olarak degerlendirildiginde gruplar
arasinda herhangi bir anlamli farklilik bulunamadi. Bu sonug literatiir bilgisi ile ve Celik

(2014)’in galisma sonuglari ile uyum igerisindedir.
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Sekil 4.14. IAA’nin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vivo) (V: Canli; E: Erken Apoptoz;
L: Geg Apoptoz; N: Nekroz)

Cizelge 4.10. IAA’nin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vivo)

I1AA Dozu Apoptotik indeks (ortalama + SH*)
Canh Hiicre Erken
m
(Ppm) V) Apoptoz (E) Gec¢ Apoptoz (L) Nekroz (N)
Kontrol 89.87+0592 555+0.432 3.51+0.37° 1.07+0.292
50 91.13+0.582 4.96+0.35°2 3.23 +0.432 0.68+0.112
500 90.62+0.742%  4.80+0.452 3.77+0.69 2 0.81+0.272
1000 91.53+0.44° 529+0.32° 2.61+0.18°2 0.57 +0.09 2
5000 90.80+£0.48% 4.95+0.26° 2.61+0.19°2 0.71 +0.09 2
10 000 90.95+0.23 2 538+0.322 3.20+0.242 0.62+0.11°2

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir
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In vitro c¢aligmalarda elde edilen bulgular Sekil 4.15 ve Cizelge 4.11°de
gosterilmektedir. IAA’nin farkli dozlarinda (50-10 000 ppm) yetistirilen G. mellonella son

donem larvalarinda ii¢ tekrar yapildi ve toplamda her bir doz i¢in 15 larva kullanildi.

Bulgular canli hiicre yiizdeleri bakimindan degerlendirildiginde en diisiik ortalama
%90.69 ile kontrol grubundadir. En yiiksek ortalama ise %91.60 ile 5000 ppm dozundadir.
Dozlar arasinda 10 000 ppm %90.79 ile kontrol grubuna en yakin ortalamaya sahiptir. Geride
kalan 50, 500 ve 1000 ppm dozlarinin ortalamalart ise 5000 ppm ortalamasina yakindir.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir fark yoktur (F: 1.422; dF:5; P: 0.225).

Erken apoptotik hiicre durumlari bakimindan en diisiik ortalama %4.81 ile 50 ppm
dozunda goriildii. En yiiksek ortalama ise %5.09 ile 10 000 ppm dozunda bulundu. Kontrol
grubu ile diger dozlarin ortalamasi1 bu degerler arasindadir. Gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamadi (F: 0.274; dF:5; P: 0.926).

Geg apoptotik hiicreler bakimindan en diisiik ortalama 5000 ppm dozunda (% 2.65);
en yiiksek deger kontrol grubunda (% 3.51) goriildii. IAA dozlarindan 5000 ppm ile 10 000
ppm arasindaki fark 6nemli bulunurken 10 000 ppm dozun diger gruplarla arasindaki fark
onemsizdir. Kontrol ve 5000 ppm dozu arasindaki fark da onemlidir (F: 4.459; dF:5; P:
0.001).

Nekrotik hiicrelerin ortalamalari bakimindan en diisiik ortalama %0.69 (1000 ppm);
en yiiksek ortalama % 0.89 (kontrol grubu) olarak tesbit edildi. Diger dozlarin ortalamalar
bu degerler arasindadir (F: 1.308; dF:5; P: 0.268).

In vivo da oldugu gibi in vitro bulgularda da uygulanan testler sonucunda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi. In vivo igin yapilan literatiir karsilagtirmasi in vitro igin

de gecerli olup elde edilen bulgular literatiir ile karsilastirildiginda uyumlu goziikmektedir.
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Sekil 4.15. IAA’nin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vitro) (V: Canli; E: Erken Apoptoz;
L: Geg Apoptoz; N: Nekroz)

Cizelge 4.11. IAA’nin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vitro)

IAA Dozu Apoptotik indeks (ortalama + SH*)
Canh Hiicre Erken
m

(ppm) V) Apoptoz (E) Gec¢ Apoptoz (L) Nekroz (N)
Kontrol 90.69+0.40%  4.91+0.29° 3.51+0.19° 0.89 +0.08 2
S0 91.39+0372 4.81+0.232 2.93 4+ (.13 0.87 +0.07 2
500 91.18+0.272  4.83+0.20° 3.12 +0.14 abc 0.87 £0.072
1000 91.49+0.25°  5.05+0.18° 2.77+0.19 b 0.69 + 0.05 2
5000 91.60+1.08%  4.95+0.16° 2.65+0.16°¢ 0.79 + 0.06 2
10 000 90.79 +1.02°  5.09+0.20° 3.30 £0.08 % 0.81 +0.062

* Ortalama hiicre say1s1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aym siitunda ayn1 harfi (a-c) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir.

4.3.2. Kaliks stvistmin G. mellonella hemositlerinde apoptotik indekse etkisi
In vivo kosullarda kaliks dozlarinin (0,1 — 1 disi esdegeri) enjeksiyonu ile G.
mellonella larvalarinda apoptotik indekse etkisindeki degisiklikleri incelemek i¢in ti¢ tekrar

yapild1 ve toplam 15 6rnek degerlendirildi. Ulagilan sonuglar Sekil 4.16 ve Cizelge 4.12°de
gosterilmektedir.
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Bulgular canlt hiicreler bakimindan degerlendirildiginde kontrol gruplart % 91 — 92
arasinda yer alirken, kaliks uygulamalar1 sonucunda doz artisina bagl olarak giderek artan
tedrici bir azalma s6z konusudur. Kontrol gruplar1 olan kontrol, bos enjeksiyon ve PBS
enjeksiyonu sonucunda elde edilen bulgular kendi aralarinda fark gostermezken; tiim kaliks
dozlari ile anlamli bir fark gosterdi. Ayrica tiim kaliks dozlar birbirleri ile 6nemli farkliliklar
gosterdi. Sirasiyla; 0,1 DEK uygulamasinda ortalama %82.01 canli hiicre, 0,25 dek
uygulamasinda ortalama %77.97 canli hiicre, 0,5 dek uygulamasinda %75.83 canli hiicre ve
1 dek uygulamasinda %72.91 canli hiicre bulundu (F: 290.114; dF:6; P: 0.00).

Erken apoptotik hiicreler bakimindan degerlendirildiginde; kontrol gruplarinin
ortalamalar1 kendi aralarinda fark gostermezken tiim kaliks uygulamalar1 arasinda énemli
farklilik oldugu goriildii. Kaliks dozlarinda erken apoptotik hiicre ortalamasi incelendiginde
0,1 ve 0,5 dek dozlar1 kendi aralarinda; 0,25 ve 1 dek dozlar1 kendi aralarinda 6nemli bir
fark gostermemistir. Ancak bu gruplar diger gruplarla 6nemli farklar gosterdi (F: 106.751;
dF:6; P:0.00).

Geg apoptotik hiicreler bakimindan elde edilen sonuglar ile canli hiicreler bakimindan
elde edilen sonuglar arasinda benzerlik goriilmektedir. Kontrol gruplari kendi aralarinda fark
gostermezken, kaliks dozlari ile kontrol gruplar: arasinda farklilik goriildii. Kaliks dozlarinin
hepsi birbirine gore anlamli farkliliklar gosterdi (F: 336.578; dF:6; P:0.00)

Nekrotik hiicre durumu degerlendirildiginde kontrol gruplar1 diger hiicre durumlarinda
oldugu gibi kendi arasinda farkliliklar gostermezken, kaliks uygulamalar ile farkliliklar
gosterdi. Kaliks uygulamalar incelendiginde 0,1 DEK ile 0,25 DEK arasinda anlamli bir
farklilik goriillmezken; 0,1 DEK dozu ile 0,5 DEK ve 1 DEK arasinda fark 6nemlidir. Buna
karsin 0,25 DEK, 0,5 DEK ve 1 DEK dozlar1 arasinda 6nemli bir farklilik yoktur (F: 92.468;
dF:6; P:0.00).

Parazitoidlerin konak bagisiklik sistemini baskilamasinda kaliks sivisi ve/veya
iceriginde yer alan partikiiller (PDV/VLP) baz tiirlerde tek basina bazi tiirlerde de zehir ile
birlikte is gérmektedir. Konak bagisiklik sisteminin zehir ve kaliks s1visi ile baskilanmasinin
incelendigi caligmalarda genellikle enkapsiilasyon baskilanmasinin {izerinde durulmustur
(Kitano, 1982, 1986; Stoltz ve Guzo, 1986; Tanaka, 1987a,b; Davies ve Vinson, 1988;
Luchart ve Webb, 1996; Shelby ve Webb, 1999). Bu sivilarin hiicre canliligi iizerine
etkilerinin incelendigi az sayida calisma vardir (Wago ve Tanaka, 1989; Strand ve Pech,

1995; Teramoto ve Tanaka, 2004; Yu ve ark., 2007; Er ve ark, 2010). Bu c¢alismalardan
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Wago ve Tanaka (1989)’ya gore Apanteles kariyai kaliks ve zehirinin Pseudaletia seperata
graniiler hiicrelerine uygulanmasi sonucunda hiicreler hasara ugramaktadir ve bu yolla
graniiler hiicrelerin yayilma yetenekleri zarar gérmektedir. Strand ve Pech (1995)
caligmalarinda Microplitis demolitor PDV igeriginin konak hemositlerinde apoptoz
olusumunu tetikledigini bulmuslardir. Teramoto ve Tanaka (2004)’ya gore Cotesia kariyai
parzitlemesinin sonucunda Pseudaletia separata hemosit sayisindaki azalmaya kaliks
stvisindaki PDV’ler neden olmustur. Yu ve ark. (2007) ¢alismalarinda da benzer bir sekilde

kaliks s1vsinin hiicre canliligini azalttig1 sonucunu bulmuslardir.

Er ve ark. (2010) galismasinda P. turionellae zehir ve parazitlemesinin G. mellonella
hemositlerinin canlilig1 tizerine etkisini incelemistir. Yaptiklari ¢alismanin sonucunda larval
evrede kontrol gruplarinin apoptotik indeks bakimindan kendi igerisinde anlamli bir farklilik
gostermedigini; erken ve geg¢ apoptosis durumlarinda 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda anlamli bir
artis, canli hiicre durumlarinda anlamli bir azalma goriirken nekrotik hiicrelerde bir

degisiklik olmadigini saptamislardir.

Literatiirde yer alan bilgiler 1s18inda degerlendirildiginde ¢alismamizda elde edilen
veriler literatiir bilgisi ile uyum igerisindedir. Yiiksek kaliks dozu uygulamalarinda canli
hiicre sayisinda azalma yasanirken, erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nektotik hiicre

durumlarinda anlamli bir artig gézlendi.
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Sekil 4.16. Kaliks sivisimin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vivo) (V: Canli; E: Erken
Apoptoz; L: Geg¢ Apoptoz; N: Nekroz)
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Cizelge 4.12. Kaliks sivisinin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vivo)

Apoptotik indeks (ortalama + SH*)

Kaliks (DEK) CanlL B Erken
anl ucre

V) Apoptoz (E) Gec¢ Apoptoz (L) Nekroz (N)

Kontrol 91.71+0.48°% 428+0.28°2 3.15+0.22° 0.86+0.10°
Bos 91.28+0.432 451+0.232 3.29+0.212 0.92+0.102

PBS 91.32+028%  4.48+0.172 3.31+0.18°2 0.89 + 0.06 2

01 82.01+0.39>  9.19+0.31° 6.05+£0.17 " 2.74+£0.14°

0,25 77.97+0.72°¢ 11.11+0.53¢ 7.92+£0.36°¢ 2.99 +£0.19 b
0,50 75.83+£0.479 951+0.24° 11.21+0.18¢ 3.46+0.16°¢

1 72.91+£0.21¢ 10.59+0.21°¢ 13.13+0.18 ¢ 337+0.11°

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a-e) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemsizdir

In vitro: Kaliks enjeksiyonu ile G. mellonella larvalarindaki apoptotik indekse
etkisinde ki degisiklikler incelemek igin ii¢ tekrar yapildi; her tekrarda bes 6rnek kullanildi.
Elde edilen sonuglar Sekil 4.17 ve Cizelge 4.13°de sunulmaktadir.

Canli hiicre ortalamalar1 karsilastirildiginda kontrol gruplart %91.18 — 91.77
arasindadir. Kaliks uygulamalari1 sonucunda doz artigina bagl olarak agsamali bir azalma sz
konusudur. Tiim kaliks dozlari birbirleri ile ve kontrol grubu ile 6nemli farkliliklar gosterdi.
Kaliks uygulamalari arasinda en yiiksek ortalama %81.97 ile 0,1 DEK dozunda bulundu.
Ikinci yiiksek doz 0,25 DEK ( %78.05), sonrasinda 0,5 DEK ( %75.91) en diisiik doz ise 1
DEK (%72.48) dozunda goriildii (F: 339.023; dF:6; P: 0.00).

Bulgular erken apoptotik hiicreler bakimindan karsilastirildiginda; kontrol gruplarinin
ortalamalar1 kendi aralarinda fark gostermemektedir. Kaliks uygulamalar1 arasinda diizenli
bir artis veya azalma goriilmemektedir. Kaliks dozlarindan elde edilen veriler
degerlendirildiginde 0,1 ve 0,5 DEK dozlar1 kendi aralarinda bir grup olusturdu. Kalan kaliks
dozlarindan 0,25 DEK tiim diger gruplardan farklilik gosterdi ve en yliksek ortalamaya
sahipti (%11.79). En yiiksek kaliks dozu olan 1 DEK % 10.73 ortalama ile diger tiim
gruplardan farklidir ve bu fark 6nemlidir (F: 127.199; dF:6; P: 0.00).
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Geg apoptotik hiicreler; canli hiicreler ile ayni farkliliklar1 gostermektedir. Kontrol
gruplar1 kendi arasinda farklilik géstermezken, tiim kaliks dozlar1 birbirlerinden ve kontrol

gurubu ortalamalarindan anlamli farkliliklar gosterdi (F: 282.497; dF:6; P: 0.00).

Nekrotik hiicrelerin durumu degerlendirildiginde kontrol gruplar1 diger hiicre
durumlarinda oldugu gibi kendi arasinda farklilik gostermedi, kaliks uygulamalar: ile
farkliliklar gosterdi. Kaliks uygulamalar1 incelendiginde 0,1 DEK ile 0,25 DEK arasinda
farklilik goriilmezken; 0,1 DEK dozu ile 0,5 DEK ve 1 DEK arasinda fark 6nemlidir. Bunun
yaninda 0,25 DEK ve 1 DEK dozlari arasinda 6nemli bir farklilik yoktur ancak, 0,5 DEK ile
arasindaki fark 6nemlidir. Yapilan istatistiki karsilastirma sonucunda 0,5 DEK ile 1 DEK
arasindaki fark onemsiz bulundu (F: 86.428; dF:6; P: 0.00).

In vivo ve in vitro apoptotik indeks sonuglari birbiriri ile uyum igerisindedir ve

literatiirde bu konu ile alakal1 bilgileri destekler niteliktedir.
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Sekil 4.17 Kaliks sivisinin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vitro) (V: Canli; E: Erken
Apoptoz; L: Geg¢ Apoptoz; N: Nekroz)
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Cizelge 4.13. Kaliks sivisinin G. mellonella apoptotik indeksine etkisi (in vitro)

Apoptotik indeks (ortalama + SH*)

Kaliks (DEK) Canh Hiicre Erken
V) Apoptoz (E) Gec¢ Apoptoz (L) Nekroz (N)

Kontrol 91.77+0.40%  423+0.20° 3.11+0.252 0.88 +0.08
Bos 91.23+0.40°%  4.65+0.232 3.23+£0.18° 0.90 +0.10 2

PBS 91.18+0.24%  4.53+0.162 3.42+0.13% 0.87 +0.09 @

01 81.97+0.41°  9.55+0.30° 5.64+0.16"° 2.85+0.15°
0,25 78.05+0.64¢ 11.79+0.27¢ 7.23+0.45¢ 2.94 +0.19 b

0,50 75910559  938+0.47° 11.22+0.22 ¢ 3.48 +£0.18 ¢

1 7248 £0.29¢  10.73+0.29¢ 13.39+0.19°¢ 3.40 +0.13

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a-e) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak 6nemsizdir

4.3.3. IAA’nin P. turionellae hemositlerinde apoptotik indekse etkisi
IAA’nin P. turionellae’nin hemositlerine etkisinin belirlenmesi i¢in ti¢ tekrar yapildi,
her bir doz i¢in {i¢ tekrarda 15 6rnek degerlendirildi. Veriler Sekil 4.18 ile Cizelge 4.14°de

gosterilmektedir.

Yapilan calisma sonucunda elde edilen bulgular canli hiicreler bakimindan
degerlendirildiginde kontrol grubu ile IAA dozlar arasinda fark bulunamadi. En yiiksek
ortalama %91.59 ile 5000 ppm de bulundu. Diger yiiksek dozlar 1000 ppm (%91.13) ve
10000 pmm (%91.01)’dir. Kontrol (%90,95), 50 ppm (%90.31) ve 500 ppm (%90.27)
dozlar digerlerinden daha diisiik ortalamalara sahiptir (F: 2.214; dF:5; P: 0.06).

Erken apoptotik hiicrelerin durumlari incelendiginde kontrol grubu ile 1000 ppm dozu
birbirinden anlamli farklilik gosterdi. Kontrol grubu ile diger IAA dozlari arasindaki fark
onemsiz bulundu. Ayni sekilde 1000 ppm ile diger IAA dozlar1 arasindaki fark da
onemsizdir (F: 2.715; dF:5; P: 0.025).

Geg apoptotik hiicreler bakimindan en diisiik ortalama 1000 ppm dozunda (%2.99)
gorildii. Bu doz ile kontrol ve 5000 ppm dozlar1 arasindaki fark 6nemsizken, diger dozlarla
arasindaki fark 6nemlidir. Kontrol ve 5000 ppm dozlar1 arasindaki fark 6nemsizken her iki
dozunda 500 ppm doz ile arasindaki fark anlamlidir. Ayrica 500 ppm dozu ile 50 ppm ve 10
000 ppm dozlar arasindaki fark da 6nemsizdir (F: 6.251; dF:5; P: 0.00).
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Deney sonuglar1 incelendiginde nekrotik hiicreler agisindan kontrol ve IAA gruplari

arasindaki fark anlamsizdir (F: 1.144; dF:5; P: 0.344).

Literatiirde P. turionellae ile yapilan bir ¢alisma bulunmadigindan elde edilen veriler

literatiir ile karsilastirilamamissa da IAA’nin G. mellonella apoptotik indeksi ile

karsilastirildiginda benzeri bir sonug verdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.18. IAA’nin P. turionellae apoptotik indeksine etkisi (V: Canli; E: Erken Apoptoz; L: Geg
Apoptoz; N: Nekroz)

Cizelge 4.14. IAA’nin P. turionellae apoptotik indeksine etkisi

1AA Dozu Apoptotik indeks (ortalama + SH*)
Canh Hiicre Erken
m
(ppm) W) Apoptoz (E) Geg¢ Apoptoz (L) Nekroz (N)
Kontrol 90.95+0.38% 4.89+0.25°% 3.15+0.14%® 1.01+£0.102
50 90.314+0.292 4.99+£0.18 3.71+0.12%¢ 0.98 +0.08 2
500 90.27+ 0272 4.77+0.17% 4.05+0.17°¢ 0.91 + 0.06 2
1000 91.13+£0.328  5.09+0.20° 2.99+0.12° 0.79 + 0.07 @
5000 91.59+0.4028 4.2540.19% 3.31+£0.22% 0.85+ 0.06 2
10 000 91.01 £1.022  4.42+0.22%® 3.67 +£0.16 ¢ 0.89 +0.08 2

* Ortalama hiicre sayisi1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilesonug

** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aym siitunda ayni harfi (a-c) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir
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4.3.4. IAA’nin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi
Apoptotik indeks ile birlikte degerlendirilen mitotik indeks ve mikrogekirdek olusumu
deneylerinde her bir doz i¢in ii¢ tekrar yapildi ve her bir doz i¢in toplam 15 Ornek

degerlendirildi. Bu denemeler in vivo ve in vitro kosullarda yapildi.

In vivo yapilan denemelerde kontrol grubunda mitotik indeks ortalamasi1 %1.31 olarak
bulundu. IAA dozlarinda en yiiksek mitotik indeks 10 000 ppm dozunda (%1.87) goriildii.
IAA doz uygulamalarinin tamaminin mitotik indeks ortalamasi kontrol gurubuna oranla
yikksek c¢ikti. Elde edilen veriler Cizelge 4.15°de sunulmaktadir. Yapilan istatistiki
degerlendirme sonucunda IAA uygulamalari ile kontrol grubu arasindaki fark 6nemsiz

bulundu (F: 1.083; dF:5; P: 0.376).

Mikrogekirdek olusumu ile alakali olarak in vivo sonuglar Cizelge 4.15°de
gosterilmektedir. Bu sonuglara gore kontrol grubunun mikrogekirdek ortalamasi %0.39°dur.
Mitotik indeksdeki duruma benzer sekilde en yiiksek mikrogekirdek ortalamas: 10 000 ppm
dozunda (%0.6) bulundu. Tiim IAA dozlarinda ortalamalar kontrol grubundan yiiksektir,

ancak istatistiki degerlendirme sonucu bu farklar anlamsizdir (F: 0.6; dF:5; P:0.700).

Cizelge 4.15. TAA’nin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi (in vivo)

\AA Dozu Mitotik indeks Mikrocekirdek

(ppm) (Min-Max % ) (Ortalama = SH*)  (Min-Max %) (Ortalama + SH*)
Kontrol 04-24 1.31 +£0.15° 0.1-0.8 0.39 +0.06 2
50 04-32 1.64 +0.242 01-14 0.52+0.11°2
500 04-3.0 1.53+0.182 0.1-1.2 0.47 +0.102
1000 04-3.0 1.36+0.202 0.1-1.0 0.49 +0.082
5000 04-3.0 1.56 £ 0.202 0.1-1.0 0.43 +0.08°2
10 000 0.6-3.2 1.87 +0.202 0.1-1.8 0.60 +0.132

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir

In vitro denemelerin sonucu da in vivo sonuglara benzer sekildedir. Kontrol grubunda
mitotik indeks ortalamast %1.34 olarak bulundu. Denemeler sonucunda en yiiksek mitotik
indeks 10 000 ppm dozunda (%1.74) goriildii. IAA doz uygulamalarinin tamaminin mitotik

indeks ortalamasi kontrol gurubuna oranla yiiksek ¢ikmistir, aralarinda ki bu fark istatistiksel
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olarak 6nemsizdir. Mitotik indeks ile alakali elde edilen in vitro veriler Cizelge 4.16’da
gosterilmektedir (F: 1.645; dF:5; P: 0.157).

Mikrogekirdek olusumu ile alakali olarak in vitro sonuglarda Cizelge 4.16°da
sunulmaktadir. Bu sonuglara gore kontrol grubunun mikrogekirdek ortalamasi %0.37°dir.
Mitotik indeksdeki duruma benzer sekilde en yiiksek mikrogekirdek ortalamasi 10 000 ppm
dozunda (%0.59) bulundu. Tiim IAA dozlarinda ortalamalar kontrol grubundan yiiksektir,
ancak istatistiki degerlendirme sonucu bu farklar 6nemsizdir (F: 2.011; dF:5; P: 0.085).

Boceklerde hemositler embriyogenez siirecinde ilk olarak bas veya dorsal
mezodermden gelismeye baslar (Hoffmann ve ark., 1979; Rattcliffe ve ark., 1985; Tepass
ve ark., 1994). Bocekler daha sonra larva ve nimf asamalarinda mezodermden doniisen
hematopoietik organlarda yer alan kok hiicrelerin bdliinmesi ve/veya dolasimdaki
hemositlerlerin mitozu ile iiretilmeye devam eder (Jones, 1970; Akai ve Sato, 1971,
Rattcliffe ve ark., 1985; Strand, 2008). Beaulaton (1979) Lepidopteralarda hematopoietik
organlarda prohemositlerin plazmatositlere farklilastigint  ve bunlarin  dolasima
salindiklarini; dolasimdaki plazmatositlerin dolagimdaki diger hiicreler olan graniilosit,
sferiilosit ve Onositoidlere doniistiigli bilgisini vermistir. Strand (2008) calismasinda
Beaulaton (1979)’un verdigi bilgiyi dogrulamistir. Konak tiir G. mellonella post embriyonik
hemositlerinin kaynagi mitozdur (Jones, 1968). Yapilan ¢alismalarla Lepidopteralarda
dolagimda yer alan hiicrelerin % 1-8 arasinda mitotik fazda oldugu gosterilmistir (Jones,
1970; Beaulaton, 1979; Er ve ark., 2010; Altuntas ve ark., 2012). Yilmaz ve Yiiksel (2005)
IAA’nin hamile disi farelerde deri alti uygulamasi sonucunda iigiincii nesil fare kemik

iliginde mitotik indeksi arttirdigini ¢calismalariyla ortaya koymustur.

Calismamizda elde ettigimiz hem in vivo hem de in vitro sonuglara gore IAA mitotik
indeksde istatistiksel olarak onemli bir artisa neden olmamasinin yaninda ilgili literatiirde
vurgulanan %1-8 sinirlart igerisinde kaldigi igin literatiir bilgisi ile uyumludur. IAA
dozlarinda goriilen kontrol grubuna oranla mitotik indeks ortalamalarinin artis1 Yilmaz ve
Yiiksel (2005) calismasinda IAA’nin mitotik indeksde artisa neden oldugu yoniindeki
bulgularin1 desteklemektedir. Ancak ¢alismamizda buldugumuz bu sayisal artis istatistiksel

olarak dnemsizdir.
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Cizelge 4.16. IAA’nin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi (in vitro)

\AA Dozu Mitotik indeks Mikrocekirdek
(ppm) (Min-Max % ) (Ortalama = SH*)  (Min-Max %) (Ortalama + SH*)
Kontrol 08-21 1.34 + 0.102 0.1-0.7 0.37+0.052
50 0.9-29 1.69 +0.152 0.1-0.9 0.51+0.05°2
500 0.8-22 1.55+0.102 0.1-0.8 0.43 +0.062
1000 0.7-23 1.43+0.12°2 0.1-0.9 0.49 + 0.07 2
5000 0.7-24 1.55+0.11°2 0.1-0.8 0.41+0.062
10 000 1.1-2.6 1.74 +£0.12°2 0.1-0.9 0.59 + 0.052

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarmin yaninda ayni siitunda ayni harfi (a) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir

4.3.5. Kaliks stvisinin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi

Kaliks enjeksiyonunun mitotik indeks ve mikrogekirdek olusumu deneylerinde her bir
doz i¢in ii¢ tekrar yapildi ve her bir doz i¢in toplam 15 6rnek degerlendirildi. Bu denemeler
in vivo ve in vitro kosullarda tekrar edildi. Elde edilen veriler Cizelge 4.17’de

gosterilmektedir.

Kaliks enjeksiyonu sonrasinda G. mellonella mitotik indeksinin belirlenmesine
yonelik yapilan ¢aligmalarda kontrol (%1.31), bos enjeksiyon (%1.29), PBS enjeksiyonu
(%1.27) ve 0,1 DEK Kkaliks (%1.23) ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak fark yoktur;
bununla beraber 0,25 DEK (%0.71) ve 0,5 DEK (%0.57) kaliks dozlari hem kontrol
gruplarindan hem de 1 DEK (% 0.22) dozundan istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi.
En diisiik mitotik indeks ortalamasina sahip 1 DEK kaliks dozu diger tiim uygulamalardan
onemli derecede farklilik gosterdi (F: 55.455; dF:6; P:0.00).

Mikrogekirdek olusumu bakimindan yapilan incelemede elde edilen verilerde de
kontrol, bos enjeksiyon, PBS enjeksiyonu ve 0,1 DEK uygulamasi kendi aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermezken, diger uygulamalar ile kendi
aralarindaki fark 6nemli bulundu. Kaliks uygulamalarindan 0,25 DEK diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterirken, 0,5 DEK ve 1 DEK uygulamalar1 arasindaki

fark 6nemli degildir (F: 55.698; dF:6; P:0.00).

Onceki ¢aligmalarla Lepidopteralarda dolasimda yer alan hiicrelerin % 1-8 arasinda

mitotik fazda oldugu bulunmustur (Jones, 1970; Beaulaton, 1979; Er ve ark., 2010; Altuntas
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ve ark., 2012). Er ve ark. (2010) calismalar1 P. turionellae parazitleme ve zehir
enjeksiyonunun G. mellonella mitotik indeksinin % 0,5 seviyesinin de altina diismeye neden

oldugu ile ortaya konmustur.

Teramoto ve Tanaka (2004) Cotesia kariyai kaliks sivisinda yer alan PDV’lerin zehir
enjeksiyonu ile birlikte Pseudaletia separata hemositlerinde mitozu durdurdugunu
bildirmislerdir. Ayn1 ¢alismada Cotesia kariyai PDV’lerinin hematopoez siirecini veya
hematopoetik organlarini etkiledigini ve hiicre dongiisiinii baskilayan humoral plazma

faktorli veya faktorlerinin tiretilmesi ihtimali oldugu sonucunu ortaya koymuslardir.

Elde ettigimiz sonuclara gore kaliks sivisinin mitotik indeksi olumsuz yonde etkiledigi

goriildli. Bu sonug yukarida atifta bulunulan literatiir tarafindan da desteklenmektedir.

Cizelge 4.17. Kaliks sivisinin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi (in vivo)

Kaliks Mitotik Indeks Mikrogekirdek
(Min-Max % ) (Ortalama + SH¥) (Min-Max %) (Ortalama + SH*)
Kontrol 0.8-17 1.31+0.07° 0.2-0.9 0.49 + 0.05 @
Bos 0.7-18 1.29 +0.082 0.2-0.8 0.49 + 0.052
PBS 08-1.8 1.27 +0.07°2 0.2-0.8 0.51 +0.052
0.1 09-15 1.23+0.052 0.3-0.8 0.51 +0.04°2
0,25 0.3-0.9 0.71 £0.05° 0.7-1.3 0.96 +0.04°
0,5 0.3-0.9 0.57 £0.05" 09-1.6 1.26 £0.05°¢
1 0.1-05 0.22 +£0.03¢ 09-1.7 1.33+0.07°¢

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan ii¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayn siitunda ayni harfi (a-C) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir

In vitro kosullarda elde edilen mitotik indeks sonuclar1 da in vivo kosullarda elde
edilenle benzerdir. Kontrol, bos enjeksiyon, PBS enjeksiyonu ve 0,1 DEK kaliks
enjeksiyonu kendi aralarinda énemli bir farklilik gostermezken diger kaliks enjeksiyonlari
ile anlaml1 bir farklilik gdsterdi. Kaliks uygulamalarindan 0,25 ve 0,5 DEK dozlar1 da kendi
aralarinda bir grup olustururken, 1 DEK uygulamas: tiim diger uygulamalardan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gosterdi (F: 48.348; dF:6; P: 0.00). Elde edilen bu bulgular
Cizelge 4.18°de gosterilmistir.
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In vitro kosullarda yapilan incelemede mikrogekirdek olusumuna iligkin elde edilen
veriler in vivo kosullarda yapilan denemelerin sonuglarina benzer bir sonug ortaya koydu.
Kontrol, bos enjeksiyon, PBS enjeksiyonu ve 0,1 DEK uygulamasi kendi aralarinda bir grup
olustururken, 0,25 DEK diger tiim gruplardan istatistiksel olarak anlamli bir fark gosterdi.
Kaliks uygulamalarindan 0,5 DEK ve 1 DEK ortalamalar1 birbirlerinden fark gostermedi,
fakat diger tiim gruplardan istatistiksel olarak 6nemli fark gosterdiler (F: 47.848; dF:6; P:
0.00). Mikrogekirdek ¢alismasindan elde edilen bulgular Cizelge 4.18de gosterilmektedir.

In vivo deneyler sonucunda elde edilen bulgular ile in vitro deneylerden elde edilenler
birbirine benzerdir. In vivo igin literatiirle yapilan karsilastirma ve degerlendirmeler in vitro

calisma sonucu i¢in de aynidir.

Cizelge 4.18. Kaliks sivisinin G. mellonella mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi (in vitro)

Kaliks Mitotik Indeks Mikrocekirdek
(DEK) (Min-Max % ) (Ortalama + SH¥) (Min-Max %) (Ortalama + SH¥)
Kontrol 08-1.9 1.35+0.08? 0.3-0.9 0.51 +0.05 2
Bos 08-1.9 1.32 £ 0.092 0.1-0.8 0.49 + 0.06 2
PBS 09-17 1.31 +£0.062 0.2-0.8 0.51 +0.052
0,1 08-1.8 1.29 +0.07°2 0.2-0.8 0.53 +0.052
0,25 02-1.1 0.72 £ 0.06" 0.6-1.3 0.99 + 0.06°"
0,5 0.3-0.9 0.59 +0.05° 09-1.6 1.25+0.05°¢
1 0.1-05 0.23 +0.03°¢ 0.9-1.8 1.37+£0.07°¢

* Ortalama hiicre sayisi yapilan ti¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda aym siitunda ayn1 harfi (a-C) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir

4.3.6. IAA’nin P. turionellae mitotik ve mikrocekirdek indekslerine etkisi

Parazitoid larvalari ile yapilan denemelerde kontrol grubunda mitotik indeks
ortalamasi %0.99 olarak bulundu. IAA dozlarinda en yiiksek mitotik indeks 10 000 ppm
dozunda (%1.27) goriildii. IAA uygulamalarinin tamaminda mitotik indeks ortalamasi

kontrol gurubuna oranla yiiksek ¢ikti. Elde edilen veriler Cizelge 4.19°da gdsterilmektedir.

Yapilan istatistiki degerlendirme sonucunda Kontrol grubu ile 500 ppm ve 5000 ppm

dozlar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir. Bunun yaninda kontrol grubu ile 50,
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1000 ve 10 000 ppm dozlart arasindaki fark ise onemlidir. IAA dozlar1 arasindaki fark ise
onemsizdir (F: 4.450; dF:5; P: 0.001).

Mikrogekirdek olusumu ile ilgili sonuglar Cizelge 4.19°da sunulmaktadir. Bu
sonuclara gore kontrol grubunun mikrogekirdek ortalamasi %0.48’dir. Mikrogekirdek
olusumu ortalamasi en yiiksek 500 ppm dozunda (%0.55) goriildii. Tiim IAA dozlarinda
ortalamalar kontrol grubuna oranla yliksek bulundu, fakat bu farklar istatistiksel olarak

onemsizdi (F: 0.423; dF:5; P: 0.832).

Parazitoid P. turionellae mitotik indeks ve mikrogekirdek ile alakali ¢alismalarinda
Ugkan ve Sak (2010) cypermethrinin mitozu azalttigini, bunun yaninda mikrogekirdekli
hiicre sayisini arttirdigini bulmuslardir. Cypermethrinin bir pestisit olarak etki mekanizmasi
IAA’dan farklidir. Calismamizda 50, 1000 ve 10 000 ppm dozlarinin mitotik indeksi
arttirdigi sonucu G. mellonella sonuglari ile karsilagtirildiginda TAA uygulamasinin P.
turionellae mitotik indeksini daha fazla etkiledigini ve arttirdigini gostermektedir. G.

mellonella mitotik indeksindeki anlamli olmayan artiglar P. turionellae i¢in anlamlidir.

Cizelge 4.19. IAA’nin P. turionellae mitotik ve mikrogekirdek indekslerine etkisi

\AA Dozu Mitotik indeks Mikrocekirdek

(ppm) (Min-Max % ) (Ortalama = SH*)  (Min-Max %) (Ortalama + SH*)
Kontrol 07-13 0.99 + 0,052 0.1-0.8 0.48 + 0,05 2
50 09-1.6 1.23 +£0,05° 0.2-0.9 0.56 + 0,052
500 08-14 1.14 + 0,04 0.3-0.8 0.59 + 0,042
1000 09-15 1.21+0,05° 0.2-0.9 0.57 + 0,052
5000 0.8-15 1.13 £ 0,052 0.3-0.9 0.57 + 0,052
10000 0.8-15 1.27 +£0,05° 0.2-0.9 0.55+ 0,052

* Ortalama hiicre sayis1 yapilan {i¢ tekrarda kullanilan toplam 15 bireyden elde edilen sonug
** Ortalama hiicre sayilarinin yaninda ayni slitunda aym harfi (a) tasiyan gruplar arasindaki fark

istatistiksel olarak Onemsizdir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

Bocek bagisiklik sisteminin temellerinden olan hiicresel bagisikligin iliskili oldugu
hemosit sayisinin IAA’nin ¢esitli dozlarindan nasil etkilendigini inceledigimiz bu ¢alismada;
IAA dozlarmin hepsinin hemosit sayist kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmigtir. 50 ppm
dozundaki hemosit sayis1 diger tiim gruplardan yiiksek ¢ikmustir. Bu durum “hormesis”
etkisini akla getirmektedir. Altuntag (2011) tarafindan BGD uygulanmasi sonucunda
hemosit sayisinin artmasinin nedeninin ilgili stres kosullar ile basa ¢ikabilmek igin dnce
hiicre sayisinin arttirtlmast ile immiin savunmanin arttirildigi, ancak stres kosullarinin
devam etmesine bagli olarak mekanizmanin da etkilenmesinden dolayt, bir siire sonra larval
savunmanin zayiflayabilecegi oldugu yorumu yapilmistir. Benzeri bir durum [AA i¢in de

gegcerli olabilir.

Calismamizda elde ettigimiz bir diger sonu¢ IAA’nin mitotik indeksde anlamli bir
farkliliga neden olmadig1 yoniindedir. Fare kemik iliginde IA A’nin mitotik indeksi arttirdigi
Yilmaz ve Yiiksel (2005)’in ¢aligmasiyla ortaya konulmustur. Bizim ¢alismamizda goriilen
artig bu ¢alisma ile uyum igerisindedir. Ayrica hemosit sayisindaki artig ve mitotik indeksde

elde edilen sonugclar birlikte degerlendirildiginde birbirini desteklemektedir.

Onemli bagisiklik tepkilerinden olan enkapsiilasyon ve melanizasyon davranislarmin
IAA uygulamas: ile nasil degistigi de calismamizda inceledigimiz bir diger unsurdur.
Enkapsiilasyon tepkisi yabanci cisimin tespit edilmesi ve bunun etrafinda hemositlerin
birikerek tabakalar olusturmasi ile bu cismin soyutlanmasidir (Rowley ve Ratcliffe, 1981;
Pech ve Strand, 1996; Richard ve Edwards, 2002; Marmaras ve Lampropoulou, 2009). Bu
hemosit tabakalarinin bir kismmin veya tamaminin melanin olusturmasi ile melanizasyon
gerceklesir (Marmaras ve Lampropoulou, 2009). Caligmamizda IAA’nin enkapsiilasyon
davranislari iizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 sonucu ortaya ¢ikmistir. Hemosit sayisi
artis1 géz oniine alindiginda bu durum ilgi ¢ekicidir. Hemosit aracili bagisiklik tepkisi olan
enkapsiilasyon tepsikisinin; hiicre sayisi arttikga dogru orantili olarak artmasi beklenebilir.
Bunun gergeklesmemesinin sebebi sayisi artan hemosit tipinin enkapsiilasyonda agirlikli
olarak gorev alan graniilosit ve plazmatositler olmamasi olabilir. ikinci olarak da gesitli
PDV’lerin hemosit davraniglar1 {izerinde etkili olmasi gibi IAA’da hemositlerin yayilma
davranigi lizerinde etkili oluyor olabilir. Bir diger ihtimal ise hemositlerin yiizeyinde yer alan

proteinlerin islevinde degisiklige neden olmus olabilir. Bu durumun netlik kazanmasi i¢in
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IAA’nin hemosit davraniglar1 ve hemolenf biyokimyasi iizerine etkilerinin incelenmesi

gerekmektedir.

Melanizasyon durumu bakimindan ¢aligmamizin sonucu degerlendirildiginde 6nemli
bir degisiklik gézlenmedi. Bu durumun nedeni melanizasyona neden olan etmenler iizerinde
IAA’nin bir etkisinin bulunmamasi olabilir. Marmaras ve Lampropoulou (2009)
caligmalarinda melanizasyonun tirozin metabolizmasima bagli oldugunu belirtmislerdir.
Tirozin fenoloksidaz ile etkileserek DOPA’ya; DOPA da fenoloksidaz varliginda cesitli
biyokimyasal siire¢lerden sonra Eumelanin’e doniismektedir (Marmaras ve Lampropoulou,
2009). S6z konusu bu siire¢ degisime ugramadik¢a melanizasyon tepkisinde bir degisim

olmayacaktir.

Altuntas ve ark. (2012) ¢alismalarinda bir diger BGD olan GA3’iin apoptotik indekste
ve nektorik hiicrelerde artisa neden oldugunu ortaya koymustur. Celik (2014) ¢alismasinda
IAA’nin Achoria grisella hemositlerinde aopototik indeksi istatistiksel olarak degistirmedigi
sonucunu bulmustur. Ayni1 ¢alismada canli hiicre sayisinda azalma tespit etmistir. Bizim
calismamizda IAA’nin apoptotik indekste istatistiksel olarak anlamli bir degisime yol
acmamuistir. Buradan ulastigimiz sonug ise IAA’nin apoptosis lizerinde 6nemli bir etkisinin
olmadigidir. Bununla beraber IAA dozlarina bagli olarak apoptotik hiicre sayisinda
degismeler goriilmesi olasidir. Calismamizda TAA uygulamasina bagli olarak hemosit
sayisinda ve mitotik indekste goriilen artigla; apoptotik indekste canli hiicre sayisinda
meydana gelen artis birbirini destekler niteliktedir. Mitoz ile meydana gelen artisin canli
hiicre sayisin1 artirmasi bu anlamda dogal bir sonugtur. Ayni sekilde hemosit sayisinda

goriilen artig ile de birlikte diisiiniildiigiinde apoptotik indekste goriilen degisimler tutarlidir.

P. turionellae TAA uygulamasinin hemosit sayisi, mitotik indeks ve apoptotik indeks
tizerine etkileri bakimindan G. mellonella ile paralellik gostermektedir. IAA uygulamasi P.
turionellae hemosit sayisinda bir artisa neden olduysa da bu artis istatistiksel agidan
onemsizdi. Bunun nedeni P. turionellae larvalarinin G. mellonella pupasinda dolayl olarak
ve nispeten kisa bir slire [AA’ya maruz kalmasindan kaynakli olabilir. Benzer sekilde
apoptotik indeksde canli hiicre sayist1 bakimindan siirli artis s6z konusudur. IAA
uygulamasinin P. turionellae mitotik indeksine ve mikrogekirdek olusumuna onemli bir

etkisi olmadi.

Kaliks sivist enjeksiyonunun G. mellonella hemositlerin {izerine etkisi ¢alismamizin

bir diger arastirma baslhigidir. Kaliks P. turionellae ovaryumunun proksimal kisiminda yer
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alan Ozel bir bolgeden salgilanan sividir. Parazitoidin yumurtalari ile birlikte konak
viicuduna enjekte edilir. Baz tiirlerde PDV ve VLP benzeri yapilar igeririken, bazilarinda
bu yapilar bulunmamaktadir. Calismamizda kullandigimiz P. turionellae PDV igermeyen
tiirler arasindadir. Yapilan diger calismalar kaliks sivisinin bazi tiirlerde bagisikligin
baskilanmasia etkisi olmadigini, bazi tiirlerde ise zehirin konak bagisiklik sistemi

tizerindeki etkisini arttirdigini gostermektedir.

Basarili bir parazitlemenin en Onemli kosulu konagin bagisiklik sisteminin
baskilanmasidir. Hemosit aracili bagisiklik tepkilerinin baskilanmasi i¢in hemosit sayisinin
azalmas1 gerekmektedir. Kaliks sivisinin G. mellonella hemosit sayisinda anlamli bir
azalmaya neden oldugu calismamizin sonuglarindan birisidir. Kaliks dozu arttik¢a hemosit
sayisinda anlamli bir azalma goriildii. Bu sonu¢ Davies ve ark. (1987)’de goriilen sonug ile
uyum igerisindedir. Bir diger ¢calismada (Er ve ark., 2012) P. turionellae zehirinin doza bagl
olarak G. mellonella hemosit sayisinda anlamli bir azalmaya yol agtig1 sonucu bulunmustur.
Bu sonug da kaliks sivisi enjeksiyonunun G. mellonella larval hemositlerinde azalmaya

neden oldugu bulgumuzu destekler niteliktedir.

Kaliks enjeksiyonu sonucunda G. mellonella mitotik indeksinde de anlamli bir azalma
olmustur. Bu azalmanin nedeni kaliks s1visinin hemosit hiicre dongiisiinii bozmasi olabilir.
Daha 6nce (Teramoto ve Tanaka, 2004) Cotesia kariyai ile yapilan ¢aligmada; bu tiiriin
PDV’lerin zehir enjeksiyonu ile birlikte Pseudaletia separata hemositlerinde mitozu
durdurdugunu bulunmustur. Bu tiirde mitozun durmasinin PDV’lerin hiicre dongiisiinii
baskilayan humoral plazma faktorii (Hematopoez Inhibisyon Faktorii —HIF) veya faktorleri
meydana getirmesi olabilecegi ongdriilmiistiir. Bir bagka ¢aligmada (Ohnishi ve ark, 1995)
mitozun durdurulmasinda sitokin benzeri gelisim durdurucu peptidin hemositlerin mitoz
gecirmesini engellemis olabilecegi yorumu yapilmigtir. Bizim mitotik indeks bulgularimizda

da benzeri bir durum olabilir.

Enkapsiilasyon tepkisinin baskilanmasi basarili parazitleme igin elzemdir. Bunun
saglanabilmesi i¢in parazitoid yumurtalari ile birlikte kaliks sivisi ve zehir enjeksiyonu
yapmaktadir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi bu sivilarin etkileri tiirden tiire degisiklik
gostermektedir. Hemosit sayisinda meydana gelen anlamh diisiisler dolayis1 ile
enkapsiilasyonda da bir diisiise neden olmustur. Bunun yaninda kaliks sivisinin hemosit;
ozellikle plazmatositlerin, yayilma davraniglar1 iizerine etkisinin oldugu da bilinmektedir

(Davies ve Vinson, 1988; Wago ve Tanaka, 1989; Beck ve ark, 2000, Richards ve Parkinson,
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2000). Bu durumda serine proteaz inhibitorlerinin (serpin) etkili olabilecegi yoniinde
bulgular vardir (Beck ve ark, 2000). Calismamizda kullandigimiz P. turionellae kaliks
stvisinin da benzeri bir etkisi olabilir. Nitekim P. turionellae zehirinin enkapsiilasyonu
baskilamada etkili oldugu ortaya konmustur (Er, 2011). Elde ettigimiz bulgular
degerlendirildiginde P. turionellae kaliks sivisinin enkapsiilasyon tepkisini baskiladigi

goriildii.

Beck ve ark. (2000) calismalarinda siliperparazitlemenin melanizasyonu &teledigini,
bunun kaynaginin kaliks sivisinin igerdigi VLP’ler oldugunu bulmuslardir. Parazitoid P.
turionellae bu tip VLP ve PDV yapilarindan yoksun olsa da kaliks sivisinin igerigi

melanizasyonu engelliyor olabilir.

Kaliks enjeksiyonu sonrasinda hemositlerde ve mitotik indeksde azalmanin
gbzlenmesiyle apoptotik indeksde goriilen azalma bir biitiinliik gdsterdi. Bazi ¢aligmalar;
tirden tire degisiklik gostermekle birlikte, kaliks sivisinin apoptosisi tetikledigini
gostermektedir (Wago ve Tanaka, 1989; Strand ve Pech, 1995; Teramoto ve Tanaka, 2004;
Yu ve ark., 2007; Er ve ark, 2010). Calismamizin sonuclar1 da bu literatiir bilgisini
desteklemektedir. Kaliks enjeksiyonu ile apoptosis olusmasinin nedeni; hiicre igerisinde
apoptosis siirecini diizenleyen genlerin aktif olmasi olabilecegi gibi, hiicre igerisinde

meydana gelen biyokimyasal siireclerin etkilenmesinden kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizin tim sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde IAA’nin G. mellonella
larvalarmin hemosit sayisin1 arttirdigi; bunun yaninda enkapsiilasyon-melanizasyon
tepkileri ile apoptotik indeks ve mitotik indeksi degistirmedigini gostermistir. Benzer
sonuglar IAA’nin P. turionellae larvasi iizerine etkilerinde de goriilmektedir. Hem in vivo
hem de in vitro deney sonuglart IAA’nin genel olarak bu tiirleri olumlu etkiledigi ve bazi

ozellikler bakimindan ise herhangi bir etkisinin olmadigini géstermektedir.

Kaliks sivisinin etkilerinin incelendigi deney sonuglart degerlendirildiginde hemosit
sayisinda, mitotik indekste ve enkapsiilasyon-melanizasyon tepkilerinde yiiksek dozlarda
onemli azalma; apoptotik indeksde 6nemli bir artis goriilmektedir. Bu sonuglar literatiirle
uyum igerisindedir ve Er (2011) ¢alismasinda P. turionellae zehirinin etkisini destekler
niteliktedir. Bu sonuglar P. turionellae kaliks sivisinin, zehirinin etkisini arttiric1 6zellikte
oldugunu gostermektedir. Kaliks sivisi ile alakali yapilan denemelerde 0,5 ve 1 DEK
dozlarinda orneklerin 24 saat siirecinde %50°den fazla oranda Sldiikleri gézlemlenmistir.

Diger kaliks dozlarindan 0,1 DEK kontrol gruplarina gore énemli bir fark goériilmedi; ancak
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0,25 DEK dozunda ise bagisiklik tepkilerinin baskilandigi goriildii. Bu durum parazitoid
tiriin her parazitleme silirecinde en fazla 5 pupayr parazitledigi gozlemimizle
desteklenmektedir. Her parazitlenmede kaliks igeriginin %?20’sini enjekte ettigi

diisiiniilebilir.

Calismamizda ortaya koydugumuz sonuglarin biyokimyasal olarak da incelenerek
detaylandirilmasi; bagisiklik tepkilerinin hangi yollarla baskilandiginin ortaya konmasi

agisindan dnemlidir.
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