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PARAZITOIT Bracon hebetor SAY (HYMENOPTERA: BRACONIDAE)’UN
KONAK Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA:PYRALIDAE)
LARVALARININ HEMOLENFINDEKi AMiINO ASITLER UZERINE ETKIiSi

oz

Parazitoit Bracon hebetor tarafindan paralize edilen ve/veya parazitlenen konak
Galleria mellonella larvalarinin hemolenfindeki serbest amino asitlerin miktarlarindaki
ve toplam protein miktarindaki degisimler incelendi. Parazitoit ve konak Kkiiltiirleri
laboratuvarda 26+2°C’de, %65+5 bagil nem ve 16:8 (A:K) fotoperyot sartlarinda
kuruldu ve devam ettirildi. Amino asit analizlerinde kullanilan konak hemolenf
ornekleri iki grup larvadan alindi. Birinci grup sadece disi parazitoitler tarafindan
paralize edilen fakat iizerlerine yumurta birakilmayan konak larvalarindan (P1), ikinci
grup paralize edilen ve iizerlerinde parazitoit larvalart gelismeye baslayan konak
larvalarindan (P2) olusturuldu. P1 grubundan paralize olmalarindan sonra altigsar saat
ara ile 72. saate kadar hemolenf ornekleri alindi. P2 grubundan parazitoit larval
hayatinin baglamasindan itibaren 24 saat araliklarla 72. saate kadar hemolenf 6rnekleri
alindi. Kontrol grubunu paralize olmamis konak larvalar1 olusturdu. Hemolenfdeki
amino asit analizleri HPLC ile, toplam protein analizi Lowry metoduna gore yapildi.

Incelenen tiim hemolenf orneklerinde 17 serbest amino asit tespit edildi.
Bunlardan konsantrasyonu en fazla olan amino asit prolindi. Paralize olan larvalarin
(P1) hemolenfindeki prolin, fenilalanin ve theronin miktarinin arttifi, serin, alanin ve
asparajin miktarinin belirgin bir sekilde azaldigi, valin, 16sin, izoldsin, histidin,
triptofan, lizin, tirozin, metiyonin, arjinin ve glisin+glutamin miktarlarinin nemli
derecede degismedigi belirlendi. Paralize olduktan sonra iizerinde parazitoit larvalari
gelismeye baglayan konak larvalarinda (P2), prolin, fenilalanin ve tirozin miktarlarinin
arttigl, glisin+glutamin, arjinin, asparajin ve lizin miktarinin azaldigi, valin, histidin,
16sin, izoldsin, triptofan, metiyonin, alanin, serin ve treonin miktarlarinda énemli bir
degisim olmadig1 tespit edildi. Kontrol grubu larvalarin hemolenfinde ve incelenen
diger hemolenf oOrneklerinde aspartat ve glutamat tespit edilemedi. Hemolenfdeki
toplam protein miktarinin paralizasyondan ve parazitlenmeden Onemli derecede
etkilenmedigi belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Bracon hebetor, Galleria mellonella, amino asit, protein,
paralizasyon, parazitizm
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EFFECT OF PARASITOID Bracon hebetor SAY HYMENOPTERA:
BRACONIDAE) ON AMINO ACIDS IN HEMOLYMPH OF HOST Galleria
mellonella L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE) LARVAE

ABSTRACT

Changes in free amino acids and total protein amounts in hemolymph of
Galleria mellonella larvae paralyzed and/or parasitized by parasitoid Bracon hebetor
were investigated. The succesive stock cultures of parasitoid and host were carried on
laboratory at 26+2°C, 60+5% RH and 16:8 (L:D) photoperiod conditions. Host
hemolymph samples used in amino acid analysis were collected from two groups of
larva. In the first group, host larvae were only paralyzed by female parasitoids without
laying eggs on their body (P1). In the second group, host larvae not only paralyzed by
female parasitoids but also eggs were laid on their body (P2). Hemolymph samples
from P1 group were collected at six hours intervals, of P2 group from the begining of
larval period at 24 hours intervals, up to 72 hours. Hemolymph samples obtained from
unparalyzed host larvae were used as control group. Amino asit analysis were carried
out with HPLC and total protein analysis were done according to the method of Lowry.

In all analysied hemolymph samples 17 free amino acids were determined.
Among the 17 amino acids, proline has the highest concentration in all samples. In
paralyzed (P1) larvae, it has been determined that percentages of proline, phenylalanine
and threonine were increased whereas serine, alanine and asparagine were obviously
decreased but valine, leucine, isoleucine, histidine, tryptophan, lysine, thyrosine,
methionine, arginine ve glycine+glutamine percentages were not changed significantly.
In parasitized (P2) hosts, it has been confirm that percentage of proline, phenylalanine,
thyrosine were increased whereas glycine+glutamine, arginine, asparagine, lysine were
decreased but there was no change in percentages of valine, histidine, leucine,
isoleucine, tryptophan, methionine, alanine, serine and threonine. Aspatate and
glutamate was not detected in hemolymph of the control group of larvae and examined
other hemolymph samples. Total protein amounts in hemolymph were effected with
neither paralyzation nor parasitization.

Key Words: Bracon hebetor, Galleria mellonella, amino acid, protein,
paralyzation, parasitism
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SIMGE VE KISALTMALAR LiSTESI
Ala: Alanin
Arg: Arjinin
Asn: Asparajin
Asp: Aspartat
GIn/Gly: Glutamin/Glisin
Glu: Glutamat
His: Histidin
HPLC: Yiiksek Basing S1vi Kromatografi
Ile: izolosin
Leu: Losin
Lys: Lizin
Met: Metiyonin
Phe: Fenilalanin
PITC: Fenilisotiyosiyanat
Pro: Prolin
P1 Grubu: Paralize olan konak larvalari
P2 Grubu: Parazitlenmis ve lizerinde parazitoit larvalar gelisen konak larvalari
Ser: Serin
TEA: Trietilamin
Thr: Treonin
Trp: Triptofan
Try: Tirozin

Val: Valin
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1. GIRIS:

Parazitoit-konak iligkisi canlilar arasindaki degisik ikili yasam sekillerinin bir
oncesi gelisimini tamamlar ve sonunda konagi oldiiriir (Brodeur ve Boivin, 2004; Hance
ve ark., 2007). Konak, parazitoit larvalart i¢cin uygun gelisme ortamini ve besin
kaynagin olustururken (Vinson ve Iwantsch, 1980; Ueno ve Ueno, 2007), parazitoidin
konaga sagladigi bir yarar yoktur. Bu nedenle konak tiir, parazitoit tiir olmasa da
varligin1 siirdiirebilir fakat parazitoit tiir konak olmadan varligini siirdiiremez. Konaklar
varliklarini siirdiirmek i¢in parazitoitlere zorunlu olarak bagimli olmadiklar: i¢in, ikili
iligkilerinin evrimsel gelisimi sirasinda parazitoitlerine kars1 cesitli savunma
mekanizmalart gelistirmislerdir (Gross, 1993; Thomas ve Blanford, 2003; Renault ve
ark., 2005). Buna karsilik parazitoitler de ergin oncesi gelisimlerinde zorunlu olarak
konaga bagimli olduklarindan, evrimsel siire¢ icerisinde konagin savunma
mekanizmalarim etkisiz hale getirmek i¢in konak savunma tepkisini baskilayan (Lu ve
ark., 2006), metabolizmasin1 ve gelisimini (Song ve ark., 2008) diizenleyen cesitli
stratejilere sahip olmuslardir (Vinson, 1990; Schopf ve Nussbaumer, 1996; Consoli ve
ark., 2005; Schmidt ve ark., 2005). Bu stratejiler, konakla-parazitoidin etkilesim
derecesine (Consoli ve ark., 2005), parazitoidin idiyobiyont (ovipozisyondan sonra
konagin gelisimine izin vermeyen), koinobiyont (ovipozisyondan sonra konagin
gelisimine izin veren) (Harvey ve ark., 1999), soliter veya gregar olmasina bagli olarak
degisik tiirlerde biiyiik oranda degisiklik gosterir (Nakamatsu ve ark., 2001). Soliter
parazitoitlerde larvalar sadece konaklariyla, gregar olanlarda ise larvalar hem
konaklariyla hem de besin i¢in beraber gelisim gosterdikleri diger larvalarla miicadele
ederler (Nakamatsu ve ark., 2001). Ektoparazitoit tiirler yumurtalarim1 konaklarinin
izerine ya da yakinina birakirlar. Bunlarin konaklarina enjekte ettikleri ve cogunlukla
zehir olarak tanimlanan maddeler, genellikle felclestirici (paralitik) etkiye sahip olup
konagin beslenme ve gelisiminin durmasina neden olur (Doury ve ark., 1997). Buna
karsilik endoparazitoit tiirlerin konaklarina enjekte ettikleri zehir olarak tanimlanan
maddeleri, c¢ogunlukla konaklarin bir siire beslenme ve gelisimine izin verirler.
Endoparazitoitler konak i¢ine yumurta birakmadan ©nce veya yumurta birakma
sirasinda konaga biraktiklari kimyasallar sayesinde yumurtalarinin ve bunlardan ¢ikacak

larvalarinin zarar gormesini Onleyecek sekilde konagin savunma (immiin) tepkisini



baskilarlar, konag: iyi bir besin kaynag: haline getirmek i¢in konak metabolizmasinda
degisimlere yol acarlar (Quicke, 1997).

Parazitoitlerin, konak kimyasini, fizyolojisini ve hormonal durumunu
etkileyebildigi ve konakta meydana gelen bu degisikliklerin parazitoidin larval
gelisiminde ve hatta ergin doneminde 6nemli etkiler yaptigi bir ¢ok arastirici tarafindan
tespit edilmistir (Bischof ve Ortel, 1996; Alleyne ve ark., 1997; Alleyne ve Beckage,
1997; Bernstein ve ark., 2002; Nakamatsu ve Tanaka, 2003; Beckage ve Gelman, 2004;
Nurullahoglu ve ark., 2004, Kaeslin ve ark., 2005; Rath ve Sinha, 2005; Ergin ve ark.,
2006).

Parazitoitlerin konakta neden oldugu metabolik degisikliklerin ana nedeni,
konagi, larvalarinin gelisim doneminde besinsel agidan uygun hale getirmeye yoneliktir
(Alleyne ve ark., 1997; Doury ve ark., 1997; Brodeur ve Boivin, 2004; Consoli ve ark.,
2005; Salvador ve Consoli, 2008). Konakta tiire gore degisen parazitoit kaynakli
degisimlerin ya da patolojik anormalliklerin bir¢cok nedeni olabilir. Bunlar arasinda,
yumurtlamadan once veya yumurtlama sirasinda konaga enjekte edilen parazitoit zehri,
ovaryum proteinleri ve disi parazitoidin kaliks sivisinda bulunan ve yumurtlama
sirasinda yumurtalarla birlikte konak icgine transfer edilen simbiyotik viriisler (6rn.
Polidnaviriisler) ve parazitoit embriyosunu saran serozal zardan ayrilan ve yumurtanin
acilmasindan sonra konak hemosdliiniin i¢ine dagilan teratositler sayilabilir (Pennacchio
ve ark., 1994; Alleyne ve ark., 1997; Zhang ve ark., 1997; Nakamatsu ve ark., 2001;
Beckage ve Gelman, 2004; Nurullahoglu ve ark., 2004; Consoli ve ark., 2005; Kaeslin
ve ark., 2005; Moreau ve Guillot, 2005; Richards ve ark., 2005; Schmidt ve ark., 2005;
Consoli ve ark., 2007; Song ve ark., 2008).

Braconid endoparazitoitlerin konak fizyolojisine etkisi ile ilgili bir cok calisma
vardir (Thompson ve ark., 1990; Bischof ve Ortel, 1996; Nakamatsu ve ark., 2001;
Consoli ve Vinson, 2004; Nakamatsu ve Tanaka, 2004; Salvador ve Consoli, 2008).
Pseudaletia separata (Lepidoptera: Noctuidae) ile yapilan calismada konak
hemolenfindeki karbohidrat, lipit ve protein miktarlarinin, konakta gelisen
endoparazitoit Cotesia kariyai (Hymenoptera: Braconidae) larva sayisiyla iliskili
oldugu, konak icerisinde gelisen parazitoit larvalarinin sayisi arttigr zaman, konaktaki
yag doku ve trehaloz miktarimin larval gelisim siiresine bagl olarak azaldigi tayin

edilmistir (Nakamatsu ve Tanaka, 2004).



Nakamatsu ve ark. (2001) C. kariyai tarafindan parazitlenmis P. separata
larvalarimin hemolenfindeki protein konsantrasyonunda meydana gelen degisimleri,
parazitlenmemis sadece C. kariyai kaliks sivis1 ve zehiri enjekte edilmis konaklardaki
degisimlerle karsilagtirmiglardir. Sonu¢ olarak parazitlenmemis fakat kaliks sivisi ve
zehir enjekte edilmis larvalarin hemolenfindeki protein konsantrasyonunun, oOnce
diistiiglinii fakat enjeksiyondan 9-10 giin sonra kontrolle ayn1 seviyeye ulastigini, buna
karsilik parazitlenmis konaklarin protein konsantrasyonunun ©nemli derecede
diistiigiinii ve bir daha artmadigin1 tespit etmislerdir.

Salvador ve Consoli (2008), endoparazitoit C. flavipes tarafindan parazitlenen
Diatraea  saccharalis  (Lepidoptera:  Crambidae) larvalarinin  hemolenfinde
parazitlenmeden hemen sonra belirli konak proteinlerinin ekspresyonunda ve
parazitizme Ozel proteinlerin sentezinde bir artis oldugunu, buna karsin parazitlenmis
larvalardaki toplam protein konsantrasyonunda azalma meydana geldigini
belirlemislerdir. Thompson ve ark. (1990) C. congregata tarafindan parazitlenmis
Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae) larvalarinin hemolenfinde serbest amino asit
seviyesinin diistiiginii tespit etmislerdir.

Bischof ve Ortel (1996) Glyptapanteles liparidis (Hymenoptera: Braconidae)
tarafindan parazitlenen Lymantria dispar (Lepidoptera: Lymantriidae) larvalarinin viicut
dokularinda toplam protein miktarmin diistiigiinii, hemolenfdeki toplam protein
konsantrasyonunun yaklasik olarak iki katina ¢iktigini, hemolenfindeki toplam amino
asit miktarinda azalma olmasina ragmen, parazitlenmenin her amino asitin miktarina
etkisinin farkli oldugunu bu nedenle bazi amino asitlerin miktarinin arttigini, bazilarinin
azaldigini, bazilarinda ise 6nemli bir degisimin olmadigini ifade etmislerdir. S6z konusu
caligmada parazitlenen larvalarda alanin ve histidinin miktarlarinin 6nemli bir degisme
gostermedigi, sistein ve valin miktarlarinin onemli Ol¢iide azaldigi buna karsilik
1zol0sin, ornitin, asparajin ve glutamin miktarlarinin arttig1 belirtilmistir.

Toxoneuron nigriceps (Hymenoptera: Braconidae) tarafindan parazitlenen
Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) larvalarinda, parazitoidin embriyonik
gelisimi sirasinda konak hemolenfindeki toplam serbest amino asit miktarinin énemli
derecede etkilendigi, serbest amino asitlerden lizin, valin, treonin, arjinin, asparajin,
izolosin ve fenilalaninin, parazitlenmeden iki saat sonra Onemli derecede azaldigi,
parazitlenmis konaktaki toplam amino asit konsantrasyonunun embriyonik gelisimin

siiresine bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada parazitlenmeden sonraki



ilk 10-12. saatlerde konagin hemolenfindeki prolin, glisin, serin, histidin ve asparajinin
arttig1, treoninin ise azaldig1 ifade edilmistir (Consoli ve Vinson, 2004).

Endoparazitoitlerin aksine, ektoparazitoit tiirlerin konaklarinin protein ve amino
asit profilleri lizerine etkileri hakkindaki bilgiler cok sinirhidir (Quistad ve ark., 1994;
Doury ve ark., 1997; Altuntas ve ark., 2010). Deneysel olarak ektoparazitoit Euplectrus
plathypenae (Hymenoptera: Eulophidae) zehiri enjekte edilen veya dogrudan dogruya
parazitoit tarafindan parazitlenen P. separata larvalarinda hemolenf ve yag dokudaki
protein miktarindaki degisimler karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Parazitlenmis
veya deneysel olarak zehir enjekte edilmis larvalarin hemolenfindeki protein
konsantrasyonunun yavas yavas arttifi, yag dokudaki protein konsantrasyonunda
onemli bir degisimin olmadigi, parazitoit larvalarinin protein konsantrasyonunun
konagin parazitlenmesinden sonraki 7. giinde maksimum seviyeye ulastifi ve daha
sonra azaldig: tespit edilmistir (Nakamatsu ve Tanaka, 2003).

Ektoparazitoit Bracon hebetor Say 1836 (Hymenoptera: Braconidae) zehiri,
bir¢cok Lepidopter larvasinda etkilidir (Quistad ve ark., 1994). Bracon hebetor zehirinin
Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinda oksijen tiiketiminde 6nemli
bir azalmaya neden oldugu, oksijen tiiketimindeki azalmanin, zehir solusyonu enjekte
edilerek paralizlenen larvalardan daha fazla oldugu, parazitlenen ve zehir solusyonu
enjekte edilen larvalardaki farkin ergin parazitoitlerin enjekte ettikleri zehirde ek
faktorlerin bulunmasindan kaynaklanabilecegi ifade edilmistir (Waller, 1965).

Hartzer ve ark. (2005) B. hebetor erginlerinin ve larvalarinin Plodia
interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinda hem fizyolojik hem de immiinolojik
diizeyde degisimlere neden olabildiklerini gostermislerdir. Disi zehirinin konak
larvalarinda fizyolojik olarak neden oldugu en goze carpan durum konagin paralize
olmasidir. Bu paralizis hali sinir kas kontroliiniin kaybindan ortaya cikar. Disi B.
hebetor zehrinin konak larvalarinda immiinolojik diizeyde neden oldugu Onemli bir
durum, konak hemolenfindeki fenoloksidaz aktivitesini artirmasidir. Fenoloksidaz
aktivitesindeki artisin, konakta mikrobiyal enfeksiyonu baskilamaya yardimci olarak
konak larvasinin besin degerini korudugu ileri siiriilmiistiir. Disi zehirinin aksine
konakta gelismekte olan parazitoit larvalari, konagin fenoloksidaz aktivitesinde
azalmaya neden olmaktadir. Parazitoit larvalarinin gelisimi siiresince fenoloksidaz
aktivitesinin diistiigii ve bu diisiisiin parazitoit larvalar tarafindan konaga salgilanan bir

immiin baskilayicidan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Hartzer ve ark., 2005).



Baker ve Fabrick (2000), B. hebetor tarafindan parazitlenen P. interpunctella
larvalarinin hemolenf proteinlerinde parazitlenmeyi takip eden 72 saat i¢cinde kalitatif ve
kantitatif bir degisimin olmadigini tespit etmislerdir. Buna karsilik Altuntas ve ark.
(2010), B. hebetor tarafindan parazitlenen Ephestia kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalarinin hemolenfindeki bazi proteinlerin miktarinin parazitlenmeden 24 ve 48 saat
sonra giderek azaldigini bazilarinin arttigini ileri siirmiislerdir.

Galleria mellonella kovan iiriinlerine zarar veren bir tiirdiir (Giilel, 1982),
dolayisiyla bal arilar1 icin 6nemli bir zararhidir (Coskun ve ark., 2006). Bu tiiriin
larvalar1 bal arilar tarafindan iiretilen bal, polen ve bal mumu ile beslenirler (Coskun ve
ark., 2006). Soguga maruz birakilan bu zararlinin hemolenfindeki serbest primer amino
asit kompozisyonundaki degisimler Hanzal ve Jegerov (1991) tarafindan incelenmistir.
Calismada kontrol grubu olarak 30°C de yetistirilen larvalar, yedi giin boyunca
15°C’de, yedi giin boyunca 10°C’de, beser giin boyunca sirasiyla 15, 10, 5 ve 0°C de ve
tic saat 0°C da tutulan larvalar kullamilmig, sicaklik diistiikkge larvadaki toplam amino
asit iceriginin devamli arttii, buna karsilik her amino asitin miktarindaki degisimin
amino asit ¢esidine ve diisiik sicakliga maruz kalma siiresine bagh olarak degistigi tespit
edilmistir (Hanzal ve Jegorov, 1991).

Bracon hebetor ile ilgili yaptigimiz literatiir arastirmasinda konak cesitlerinin ve
evresinin, parazitoidin ergin 6ncesi gelisim siiresine (Giindiiz ve Giilel, 2005), verimine
(Giirbiiz ve Aksoylar, 2006), ergin hayat uzunluguna (Giindiiz ve Giilel, 2004), 6liim
oranina, farkli eseylerin gelisim hizina ve viicut biiyiikliigiine (Milonas, 2005), toplam
protein, lipit ve glikojen miktarina (Giindiiz ve ark., 2008) etkilerinin yeteri kadar
arastirildig tespit edilmigtir. Buna karsilik s6z konusu parazitoidin, konak hemolenfine
olan etkisiyle ilgili caligmalarin daha cok konak protein miktar1 (Baker ve Fabrick,
2000; Altuntag ve ark., 2010) ve bazi enzimler iizerine yogunlastigi (Hartzer ve ark.,
2005), parazitlemeden sonra gecen siirenin ve gelismekte olan parazitoit larvalarinin
konak hemolenfindeki amino asitlerinin ¢esit ve miktarina etkisinin ele alinmadigi
goriilmiistiir. Bu nedenle bu calismada boceklerdeki amino asit metabolizmasiyla ilgili
bulgulara, parazitoit-konak besinsel iligkilerinin ve parazitoit-konak etkilesimlerinin
degerlendirilmesine katkida bulunmak icin, parazitlenmeden sonra gegen siireye ve
parazitoit larval gelisimine bagl olarak konak hemolenfindeki toplam protein miktari
ile amino asitlerinin cesit ve miktarinda ortaya ¢ikan degisikliklerin degerlendirilmesi

amaclanmugtir.



2. GENEL BIiLGi

2.1. Parazitoitler

Parazitoitler bir konak iizerinde veya icinde ergin Oncesi gelisimlerini
tamamlayan ve sonunda konagi Oldiiren, ergin evrede serbest olarak yasayan
boceklerdir (Thompson ve Lee, 1993; Godfray, 1994; Takasu ve ark., 1997).
Parazitoitler, Hymenoptera, Diptera, Coleoptera, Lepidoptera, Trichoptera, Neuroptera
ve Strepsiptera takimlarina ait olabilir. Fakat parazitoit tiirlerinin %80’i Hymenoptera
takiminda yer alir (Quicke, 1997; Brodeur ve Boivin, 2004; Pennacchio ve Strand,
2000).

Tiim parazitoitler holometabol olup, yasam dongiilerinde, yumurta, larva, pup ve
ergin evresi olmak iizere dort evre bulunur. Yumurtadan c¢ikan parazitoit larvasi, konak
tizerinde veya icinde konagin hemolenf ve organlari ile beslenerek gelisir, sonunda pup
olur ve ergin olarak ¢ikar (Godfray, 1994; Quicke, 1997).

Parazitoitler degisik ozellikleri dikkate alinarak;

I-Yumurtalarin1 biraktiklar1 konagin evresine gore yumurta, larva, prepup, pup
ya da ergin parazitoitleri olarak,

2-Yumurtalarin1 konakta biraktiklar1 yere gore ektoparazitoitler (yumurtalarini
konagin iizerine veya yanina birakanlar) ve endoparazitoitler (yumurtalarin1 konagin
icine birakanlar) olarak (Vinson, 1990; Godfray, 1994; Quicke, 1997; Takasu ve ark.,
1997),

3-Yumurta birakirken konagi etkileme durumlarma gore koinobiont
(ovipozisyondan sonra konagin gelisimine izin veren) ve idiobiont (ovipozisyondan
once konagi oldiiren veya fel¢ eden) parazitoitler olarak (Gross, 1993; Godfray, 1994;
Quicke, 1997; Vinson, 1998; Brodeur ve Boivin, 2004),

4-Bir konak iizerinde veya i¢inde gelisen parazitoit sayisina gore gregar (ayni
konakta birden fazla parazitoitin gelismesi) ve soliter (bir konakta sadece bir
parazitoitin gelismesi) olarak gruplandirilabilirler.

Konak-parazitoit iliskisinin ortaya c¢iktifi evrimsel siire¢ icinde konaklar
parazitoitlerine kars1 tepkisiz kalmamustir. Kendilerini parazitleyen parazitoitlere karsi
viicutlart icinde ve disinda degisik savunma mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Gross,
1993; Thomas ve Blanford, 2003; Renault ve ark., 2005). Konak boceklerin

parazitoitlere karsi gelistirdikleri savunma mekanizmalarindan birisini antimikrobiyal



peptitlerin / proteinlerin sentezi, fenoloksidaz onciiliigiinde bir seri enzimle katalizlenen
melanizasyonun tetiklenmesi gibi birkag¢ olay1 kapsayan humoral reaksiyonlar olusturur
(Carton ve Nappi, 1997; Cho ve ark., 1999; Park ve ark., 2005; Abdel-latief ve Hilker,
2008; Asgari ve Rivers, 2011). Boceklerde bilinen antimikrobiyal peptitlere/proteinlere
ornek olarak lizozimler, sekropinler ve attasinler verilebilir (Carton ve Nappi, 1997;
Chung ve Ourth, 2000; Abdel-latief ve Hilker, 2008). Bocek hemolenfinde diisiik
seviyede bulunan bu antimikrobiyal proteinlerin miktarlarinin bakteriyal enfeksiyondan
sonra arttig1 tespit edilmistir (Carton ve Nappi, 1997; Chung ve Ourth, 2000; Park ve
ark., 2005). Galleria mellonella larvalarinin immiin tepkisinde, hemolenfte lizozim ve
sekropin-benzeri bazi 6zel molekiillerin belirgin bir sekilde arttigi ifade edilmistir
(Frobius ve ark., 2000).

Konak boceklerin  parazitoitlere karst gelistirdikleri hiicresel savunma
mekanizmalarinda fagositoz, mikroagregasyon, nodul olusumu ve kapsiilasyon
(kapsiilleme) onemli rol oynar (Hayakawa, 1994; Cho ve ark., 1999; Park ve ark., 2005;
Lu ve ark., 2006; Abdel-latief ve Hilker, 2008). Endoparazitoit tiirler i¢in tehlike
olusturan kapsiilasyon, konak hemolenfinde bulunan hemositler tarafindan olusturulan
bir olaydir (Carton ve Nappi, 1997; Lu ve ark., 2006). Kapsiilleme olayi, konak i¢ine
birakilan parazitoit yumurtast veya bu yumurtadan ¢ikan parazitoit larvast yiizeyine
hemositlerin yapigsmasiyla baslar (Hayakawa, 1994; Cho ve ark., 1999; Schmidt ve ark.,
2001; Asgari, 2006; Strand ve Casas, 2007; Uckan ve ark., 2010). Daha sonra
hemositler birbirlerine yapisarak hedef etrafinda hiicre katmanlarinin {ist iiste
olusturdugu diiz bir kapsiil veya koza seklinde bir yap1 olustururlar (Schmidt ve ark.,
2001). Kapsiil olustuktan sonra en i¢te bulunan kapsiil hiicreleri, tirozin veya dopa gibi
fenollerin oksidasyon ve polimerizasyonu sonucu melanize olarak koyulasip sertlesirler
(Quicke, 1997) ve sonunda kapsiillenmis organizma o6liir (U¢kan ve ark., 2010).

Evrimsel siire¢ icinde parazitoitler de kendilerine kars1 savunma mekanizmalari
gelistiren konaklara kars1 tepkisiz kalmamis ve konaklarinin savunma mekanizmalarini
etkisiz hale getirmek icin aktif veya pasif savunma stratejileri gelistirmislerdir
(Pennacchio ve ark., 2003; Brodeur ve Boivin, 2004; Abdel-latief ve Hilker, 2008;
Asgari ve Rivers, 2011). Parazitoitlerin pasif stratejileri arasinda, fonksiyonel bir
bagisiklik sisteminin bulunmadigi konak evrelerine yumurta birakma, konak disinda
gelisme, konak bagisiklik hiicrelerinin ulasamayacagi noktalara yumurta birakma

(Pennacchio ve ark., 2003; Pennacchio ve Strand, 2006) ve yabanci olarak taninmayi



engelleyecek yiizey yapilart gelistirme sayilabilir (Asgari, 2006; Lu ve ark., 2006;
Pennacchio ve Strand, 2006). Aktif savunma stratejilerine de konak hemositlerinin
apoptozisine neden olma ve konak hemosit fonksiyonunu bozma ornek teskil eder
(Pennacchio ve ark., 2003).

Konagin disg tarafina yumurtalarin1 birakan ektoparazitoitlerde yumurtalarin
konak tarafindan kapsiillenme riski yoktur fakat konaktan diisme riski vardir.
Ektoparazitoit tiirlerin disileri bu riski énlemek i¢in yumurta birakmadan 6nce konagi
hareketsiz  kalacak sekilde felglestirirler (paralize ederler). Felclestirmeyi
ovipozitorleriyle konaga enjekte ettikleri madde(ler) ile yaparlar (Quistad ve ark., 1994;
Asgari, 2006). Boylelikle konagin kendilerine kars1 tepkisini onemli derecede Onlemis
olurlar. Fakat yumurtadan c¢ikan ektoparazitoit larvalarinin agizlarindan salgiladiklari
proteazlar yoluyla konak kutikulasinda meydana getirdikleri hasarlar, paralize olan
konakta bagisiklik sisteminin birka¢ elemanini aktive ederek bir tepkiye neden olabilir
(Schmidt ve ark., 2001; Pennacchio ve ark., 2003).

Endoparazitoitler yumurta birakmadan kisa siire 6nce veya yumurta birakmalari
sirasinda konaga enjekte ettikleri madde(ler) veya viriisler ile konagin bagisiklik
sistemini ve kapsiil olusturma seklindeki savunma mekanizmasini baskilamaya caligirlar
(Carton ve Nappi, 1997; Shelby ve ark., 2000; Schmidt ve ark., 2001; Asgari, 2006;
Barandoc ve Kim, 2009; Asgari ve Rivers, 2011). Endoparazitoitlerin konaga enjekte
ettikleri madde(ler) veya viriislere, degisik kimyasal kompozisyondaki zehirler,
ovaryum proteinleri, yumurta yiizeyi elemanlar1 ve polidnaviriisleri ornek olarak
verilebilir (Schmidt ve ark., 2001; Richards ve ark., 2005; Lu ve ark., 2006). Zehirler
cogunlukla protein(ler) iceren kompleks bir karisimdir. Hymenopter parazitoitlerin
zehirleri disi tireme sistemiyle iliskili 6zellesmis bezlerde iiretilir (Asgari, 2006). Konak
dokularinda replike olan polidnaviriisleri 6zellikle hemositleri ve yag dokuyu hedef
alarak (Pennacchio ve Strand, 2006; Lee ve Kim, 2008) konakta fizyolojik,
immiinolojik ve gelisimsel degisikliklere yol acarak endoparazitoidin gelisimine
yardimci olurlar (Asgari, 2006; Barandoc ve Kim, 2009). Bazi polidnaviriis genleri,
hemositlerin hiicre iskeletinde degisiklige neden olarak ya da hemosit apoptozisini
artirarak immiin sistemin baskilanmasina yardimei olurlar (Lee ve Kim, 2008; Asgari ve

Rivers, 2011).



2.1.1. Bracon hebetor

Lepidoptera takiminin degisik tiirlerine ait larvalart konak olarak kullanan B.
hebetor, gregar, idiobiont, bir larval ektoparazitoitdir (Benson, 1973; Heimpel ve ark.,
1997; Baker ve Fabrick, 2000; Darwish ve ark., 2003). Ergin disi parazitoitler
antenlerindeki kemoreseptorleri sayesinde konak larvalarint bulur. Hem konak
hemolenfinden yararlanmak ve hem de konak iizerine yumurtalarini birakmak icin
ovipozitorii ile konagin derisini iki-ii¢ kez deler. Bu delme sirasinda konak larvasina
zehir enjekte eder. Ovipozitoriin bir batirma siiresi genellikle 2-3 dakika siirer (Dweck
ve ark., 2008). Zehirin enjekte edilmesinden birka¢ dakika sonra konakta kalp ve
bagirsak kaslarinin fonksiyona devam ettigi bir fel¢ hali meydana gelir (Vinson ve
Iwantsch, 1980; Quistad ve ark., 1994; Moreau ve Guillot, 2005).

Disi parazitoit, paralize olmus konak larvasi iizerine yumurtalarini birakir.
Dabbagoglu (2004), 25°C sicaklikta B. hebetor’un kulugka siiresinin ortalama 32.8+1.4
saat oldugunu belirtmistir. Yumurtadan ¢ikan parazitoit larvalari, agizlarindan
salgiladiklar1 proteazlar yoluyla konak kutikulasinda agtiklar1 deliklerden larval gelisim
siiresince Once konak hemolenfi ile, sonra konak dokular: ile beslenirler (Ueno, 1999;
Bezemer ve ark., 2005). Beslenme sayesinde ihtiya¢ duyduklar bazi kimyasallari,
mineral maddeleri, tuzlar1 ve vitaminleri konaktan elde ederler. Konaktan alinan besinin
kalite ve kantitesi parazitoidin yasam dongiisiinii 5nemli derecede etkiler (Jervis ve ark.,
1992; Giil ve Giilel, 1995; Sarikaya ve Giilel, 2004).

Bocekler de diger canlilar gibi Oncelikle ihtiyag duyduklar1 proteinleri
sentezlemek ve kismen de enerji elde etmek icin amino asit kaynaklarina ihtiyac
duyarlar. Bocekler bu ihtiyaclarini aldiklari besinlerden karsilarlar. Besinler ayrica
enerji elde etmede cogunlukla oncelikli olarak kullanilan karbohidratlar1 ve lipitleri de
saglarlar. Boceklerin farkli tiirleri, gerekli enerji ihtiyaclarim karsilamak icin
karbohidratlarin, lipitlerin ve proteinlerin son derece fakli kombinasyonlarini kullanacak
sekilde evrimlesmislerdir. Boceklerin kalitatif ve kantitatif besinsel ihtiyaclarn tiirlere,
gelismeye, bocegin hayat donemine, biiyiimeye, iremeye, varsa diyapoza ve goce baglh
olarak degisebilir. Bocek larvalarinda, erken larva evrelerindeki protein ihtiyaci gec
evrelere gore daha fazladir. Geg larva evrelerinde, hayatta kalma, iireme ve gelisim icin
lipitler daha fazla Oonemli olmaktadir (Geng, 2006). Boceklerde erginler daha fazla
karbohidrat ve az miktarda proteinli besinlere ihtiyac duyarlar (Bauerfeind ve Fischer,

2005). Boceklerin kalitatif ve kantitatif besinsel ihtiyaglar1 tiirlere gore de
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degismektedir. Predator bocekler, karbohidratlarla iligkili amino asitlere biiylik oranda
ihtiya¢ duyarken, Orthoptera, Coleoptera ve Lepidoptera ordolarina dahil fitofaj tiirler
genellikle, esit miktarda protein, amino asit ve karbohidratlara gereksinim duyarlar.
Floem ile veya hububat ile beslenen tiirler genellikle yiiksek oranda karbohidratlara
ihtiyag¢ duyarlar (Geng, 2006).

Yumurtadan ¢ikan parazitoit larvasinin kullanabilecegi tek besin kaynagi
konaktir (Ueno, 1999; Bezemer ve ark., 2005; Hausmann ve ark., 2005). Larva konakta
beslenerek gelisimini tamamlar ve sonunda erginlesir. Boceklerin bazi tiirleri ergin
evrede beslenmezler. Ergin evrede beslenemeyen tiirlerde u¢ma ve iireme gibi
faaliyetler i¢in ihtiya¢ duyulan enerjinin biiyiik bir kismi genel olarak son larval evrede
yag dokuda depolanan besin rezervlerinden karsilanir (Anand ve Lorenz, 2008). Bunun
aksine ergin evrede beslenen tiirler larval evrede depoladiklar1 enerji kaynaklarini
kullanmak zorunda degildir. Ergin evrede beslenen parazitoit tiirleri, ovipozitorleri ile
konak viicudunda agtiklan deliklerden c¢ikan konak hemolenfi ile beslenebildikleri gibi
(Jervis ve ark., 1992), bal, nektar ve bitki 6zsuyu gibi konak dis1 besinler ile de
beslenebilirler (Fadamiro ve Heimpel, 2001; Hausmann ve ark., 2005; Bianchi ve

Wiickers, 2008; Wu ve ark., 2008; Wyckhuys ve ark., 2008).

2.2. Konak hemolenfi

Bocek hemolenfi, viicut boslugunu (hemosolii)) dolduran hiicre disi
(ekstraselliilar) dolagim s1visi olarak tanimlanir. Hemolenfte bulunan hemositler, dorsal
kalp ile iligkili olan perikardiyal hiicreler ve yag doku hiicrelerinin olusturdugu
topluluklar hari¢, viicut dokulart hemolenf ile direk olarak temas etmezler (Mullins,
1985; Thompson, 2003).

Bocekler icin gerekli olan bircok materyalin depolanmasinda gorev alan
hemolenf ayrica metabolitlerin, ¢6ziinmiis besin ve bosaltim maddelerinin, hemositlerin,
diizenleyici faktorlerin ve Ozellesmis tasiyicilarin tasinmasinda, hidrostatik basingta,
termoregiilasyonda, donmadan korunmada ve savunmada da énemli rol oynar (Mullins,
1985). Hemolenfin solut konsantrasyonlar1 bocek tiirleri arasinda oldukg¢a farklidir.
Fakat tiim tiirlerde tipik olarak hemolenfin fazla miktarda organik fosfat ve amino asit,
az miktarda inorganik madde icerdigi tespit edilmistir (Mullins, 1985).

Karbohidratlar hemen hemen tiim canlilarda enerji ve karbon kaynagi olarak ilk

basvurulan organik maddelerdir. Bunlar kolaylikla birbirine doniistiiriilebildiklerinden
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hayvanlar icin esansiyel degildir (Geng, 2006). Bocekler besinleriyle aldiklar
karbohidratlart monosakkaritlere hidrolize ederek fazlasimi trehaloz ya da glikojen
olarak depolarlar (Nicolson, 1998; Klowden, 2007; Arrese ve Soulages, 2010). Bocekler
glikoneogenezis ile karbohidrat sentezleyebildikleri halde besinlerinde karbohidratlara
gereksinim duyarlar (Behmer, 2006). Omurgalilarla karsilastirnlldiginda, bdcek
hemolenfindeki toplam karbohidrat igeriginin daha yiiksek oldugu goriillmektedir.
Bocek hemolenfinde bulunan en tipik karbohidrat bir disakkarit olan trehalozdur (a-D-
glikoprinozil-[1,1]-a-D-glikoprinozit) (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985; Xu ve
ark., 2009). Hemolenfteki trehaloz miktar1 gelisim evresine, cevresel ve besinsel sartlara
bagl olarak degisebilmektedir (Thompson, 2003). Ornegin Phormia regina (Diptera:
Calliphoridae)’nin larva evresinde hemolenfde trehaloz tespit edilememis, pup
evresinde diisiik diizeyde ve erginlerde yiiksek diizeyde tespit edilmistir (Evans ve
Dethier, 1957). Benzer sekilde, Celerio euphorbiae (Lepidoptera: Sphingidae)
hemolenfinde trehaloz larval beslenme durdugunda ortaya cikmistir (Wyatt, 1961;
Mochnacka ve Petryszyn (1959)’den). Trehaloz bir¢cok organizmada karbon ve enerji
kaynag1 olarak gorev alir. Ayrica cesitli stres sartlar1 altinda trehaloz, proteinleri ve
hiicresel membranlar1 inaktivasyon yada denatiirasyondan koruyabilir (Xu ve ark.,
2009). Bir¢ok bocegin hemolenfinde genellikle diisiik seviyelerde glukoz ve glikojen
tespit edilmigstir (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985).

Yiiksek organizasyonlu hayvanlarda oldugu gibi boceklerde de enerji rezervi
olarak kullanilan glikojen, genellikle yag doku (Strand ve Casas, 2007) ve u¢ma
kaslarinda depolanir. Bocegin besininin kalitatif ve kantitatif 6zellikleri glikojenin
depolanma diizeyini 6nemli derecede etkiler (Sharma ve Sharma, 1980). Bocek
hemolenfinde tespit edilen diger monosakkaritler arabinoz, fruktoz, fukoz, galaktoz,
mannoz, riboz ve disakkaritler sellobiyoz, maltoz ve sukrozdur. Bunlara ilave olarak
hemolenfte bazi karbohidratlar veya tiirevleri de (N-asetilgalaktozamin, N-
asetilglukozamin, B-glikozil-O-tirozin, glukoronik asit ve inositol) bulunabilir (Mullins,
1985). Hemolenfte yaygin olarak bulunan trehalozun baslica sentez bolgesi yag
dokusudur (Thompson, 2003; Strand ve Casas, 2007). Hemolenfte bulunan glukoz yag
doku tarafindan trehaloza doniistiiriiliir veya glukoz yag dokuda glikojen olarak
depolanir (Mullins, 1985).

Hemolenfte %1.5 ve %35.5 arasinda bulunan toplam lipit miktar1 (Florkin ve

Jeuniaux, 1964), kas aktivitesi, gelisim, aclik gibi bircok duruma bagli olarak degisir



12

(Mullins, 1985). Boceklerin bircok tiiriinde larval gelisim donemlerinde, hayatlarinin
daha sonraki donemlerindeki aktivitelerde kullanilmak iizere biiyiik miktarlarda lipit
depolanir (Giron ve Casas, 2003). Boceklerde tespit edilen en yaygin yag asitleri
miristik, palmitik, palmitoleik, stearik ve oleik asittir. Bunlardaki yag asitlerinin miktar
ve ¢esidi bocekten bocege degisebilir (Florkin ve Jeuniaux, 1964).

Bocek hemolenfinde bulunan maddelerden bir digeri metabolitlerdir. Bunlar
arasinda ozellikle trikarboksilik asit dongiisiiyle iliskili olanlar (sitrat, a-ketoglutarat,
silksinat, fumarat, malat ve okzaloasetat) (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985),
glioksilik, asetoasetik asit, laktat, piruvat ve askorbat (Mullins, 1985) ve organik
fosfatlar (o-gliserolfosfat, fosforil-ethanolamin, gliserofosfoethanolamin, fosforilkolin,
sorbitol-6-fosfat ve glukoz-6-fosfat) sayilabilir. Hemolenfteki organik fosfatlarin
konsantrasyonlari, metamorfoz, diyapoz, anoksia ve diisiik sicakliklara maruz kalma

durumlarinda degisebilir (Mullins, 1985).

2.2.1. Protein

Bir¢ok bocek, daha iyi gelisip biiyliyebilmek icin besinlerinde 6zellikle larva
doneminde optimum seviyede proteine ihtiya¢ duyar, fakat bu ihtiya¢ duyulan miktar
farkli tiirlerde biiyiik oranda degisim gosterir (Geng, 2006). Besindeki proteinlerin
sindirimi sonucu kazanilan amino asitler krebs dongiisii degisik ara iiriinlerinin ve cesitli
proteinlerin sentezinde kullanilmaktadir (Consoli ve Vinson, 2004).

Proteinler canlidaki organik maddelerin en komplekslerinden olup canh
hayatinda cok 6nemli islevleri olan maddelerdir (Mullins, 1985). Bocek hemolenfinde,
farkli gelisim, fizyolojik ya da immiinolojik siireclerle iligkili olarak bircok protein
bulunur. Hemolenf proteinlerinin, bir¢ok bocek tiiriinde osmotik dengeyi ve optimal
turgor basincimi korumada yardimci oldugu tespit edilmistir (Atmowidjojo ve ark.,
1999).

Holometabol boceklerde hemolenfteki protein miktari, genellikle her larva
evresinde artar, evre sonundaki deri degisimi sirasinda azalir (Mullins, 1985).
Boceklerde larval hemolenf, metamorfoz ve pupa olusumu sirasinda enerji ve amino
asit kaynagi olarak kullanilan proteinlerin depolanmasinda kullanilir (Tungjitwitayakul
ve ark., 2008). Holometabol boceklerde son larva evresinde, disaridan besinin
alinmadigr pup evresi icin hemolenf proteinlerinin uygun miktarlarda sentezi ve

depolanmas1 saglanir. Larvadaki depo proteinleri yag dokuda sentezlenir ve hemolenf
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icine birakilirlar. Bu proteinler pup olusumundan kisa siire dnce yag doku tarafindan
tekrar absorbe edilir (Taski ve ark., 2004; Tungjitwitayakul ve ark., 2008). Lepidoptera
ordosuna dahil tiirlerle yapilan calismalarda, hemolenf proteinlerinin miktarinin
genellikle larval yasam boyunca arttig1 ve pup evresinin sonunda azaldig tespit edilerek
(Florkin ve Jeuniaux, 1964), larval donemdeki hemolenfteki protein havuzunun pupal
hayat boyunca protein sentezinin kaynagini olusturdugu sonucuna varilmistir. Pup
evresinde hemolenfteki proteinler, ergin bocek yapilarinin olusumu i¢in pupun yag
dokusu icinde protein graniilleri halinde depolanir ve sonra ergin evrede ihtiyac
durumunda amino asitleri saglamak icin enzimatik yollarla parcalanirlar (Gonzélez ve
ark., 1991; Taski ve ark., 2004; Tungjitwitayakul ve ark., 2008). Boylelikle pupal
hemolenf protein havuzu da ergin evredeki protein sentezi i¢cin amino asit kaynagi
olarak is goriir. Ergin hemolenfinde protein miktarindaki en 6nemli degisme disilerin
vitellogeninleri iiretmeleri, depolamalar1 sirasinda meydana gelir (Mullins, 1985).
Bocek yumurtalari biiyiik oranda protein icerdiklerinden, Lepidoptera ordosunun disileri
yiiksek oranda amino asit ihtiyaci duyarlar. Fakat genellikle, seker bakimindan zengin
olan ergin besininde amino asitler daha az bulunur (O'Brien ve ark., 2002; Bauerfeind
ve Fischer, 2005).

Hemolenfde savunmada, donmaya kars1 korunmada, c¢esitli maddelerin
transportunda 1is goren c¢esitli proteinler, hemoglobinler, kromoproteinler ve
fenoloksidazlar bulunur (Mullins, 1985).

Park ve ark. (2005) G. mellonella larvalarinda apolipophorin III (apoLp-III) ve
Gm protein-24 olarak adlandirilan iki hemolenf proteinini izole etmislerdir. Bunlardan
apoLp-III lipit transportunu kolaylastirmak icin lipoproteinlerle etkilesir ve
profenoloksidaz enzim zincirinin aktivasyonunda is goriir. Ayrica bu proteinin
konformasyonal degisiminin, hemolenfin bakteriyolojik aktivitesinin
giiclendirilmesinde ve bocek immiin tepkisinin aktivasyonunda bir uyarti olabilecegi
ifade edilmektedir (Park ve ark., 2005; Song ve ark., 2008). Gm protein-24 proteinin de
apolipophorin III gibi profenoloksidaz aktivasyonunda rol oynadigi ve bu faaliyette,
apoLp-III’den daha etkili oldugu tespit edilmistir (Park ve ark., 2005).

Proteinlerin besin degeri, yapilarinda yer alan amino asit icerigine baglhdir.
Hayvanlar sindirim faaliyetleri sonucu proteinleri amino asitlere hidroliz eder ve daha
sonra amino asitleri biiyiime ve gelismeleri i¢in ihtiya¢ duyduklar1 spesifik proteinleri

sentezlemede kullanirlar. Amino asitler protein sentezinde kullanildiklar1 gibi, noral
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iletimde, detoksifikasyonda, enerji iiretiminde, ¢esitli ara metabolitlerin saglanmasinda
ve morfogenetik siireglerde kullanilirlar (Chang, 2004). Ozellikle yag doku igerisinde
gerceklesen transaminasyonlar sonucu olusan keto asitlerden yeni amino asitler
sentezlenebilir. Bu sekildeki transaminasyonlar, bir bocegin besininin belli amino asitler
bakimindan yetersiz olmas1 halinde daha onemli olmaktadir (Gillott, 2005). Olusan keto
asitlerden bazilar1 krebs dongiisiiyle oksitlenerek, enerji temininde kullanilirlar ya da

karbohidratlara ve yaglara doniistiiriiliirler (Morgan, 2004).

2.2.2. Amino asitler

Bocekler ihtiya¢ duyduklart amino asitlerin bir kismini kendileri sentezleyebilir.
Buna karsilik ihtiyag duyup sentezleyemedikleri ve esansiyel amino asitler olarak
tanimlanan amino asitleri direkt olarak besinlerinden alabilirler. Boceklerde esansiyel
olan amino asitlerin cesidi, sayis1 ve her amino asite duyulan kantitatif ihtiyaclar tiirden
tiire degisebilir. Aym tiirde amino asitlerin konsantrasyonu gelisim evresi, toksinlere
maruz kalma, deri degistirme, metamorfoz, diyapoz, beslenme durumu ve o andaki
fizyolojik sartlara gore de degisebilir (Chen, 1966; Mullins, 1985; Hanzal ve Jegorov,
1991; Fields ve ark., 1998; Gillott, 2005, Geng¢, 2006). Bazi amino asitlere
morfogeneziste daha ¢ok ihtiya¢c duyulurken bazilart 6rnegin alanin ve glisin optimal
biiyiime icin daha 6nemlidir. Ornegin tirozin, kutikul dayaniklilig: icin onemliyken,
triptofan pigmentlerin sentezinde onemli rol oynar (Behmer, 2006). Bocekler amino
asitleri bilytime ve gelismeleri i¢in gerekli faaliyetlerde, sentezlenecek yeni proteinlerin,
enzimlerin, hormon reseptorlerinin, norotransmitterlerin sentezinde kullanabildikleri
gibi morfogenezis, yumurta iiretimi ve yumurtalarin olgunlasmasi gibi faaliyetlerde de
kullanabilirler (Geng, 2006; Renault ve ark., 2006; Klowden, 2007).

Bocekleri diger tiim hayvanlardan farkli kilan biyokimyasal 6zelliklerden birisi
hemolenflerinde yiiksek konsantrasyonlarda amino asit bulunmasidir (Evans ve
Crossley, 1974; Colinet ve ark., 2007). Yiiksek konsantrasyonda amino asit bulunma
durumu aminoasidemi olarak tamimlanir (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985).
Boceklerin hemolenfindeki proteinlerde standart amino asitlerin tiimiiniin L-formlari
yer alir. Ayrica hemolenfte triptofan ve tirozin tiirevlerinin (kynurenine, 3-OH-
kynurenine, dihidroksifebilalanin), metilsistein, homoarjinin ve hidroksiprolin, D-alanin

ve D-serin gibi amino asitlerin bulunabildigi tespit edilmistir (Mullins, 1985).
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Boceklerdeki  aminoasidemi, endopterigotlarda ekzopterigotlardan daha
belirgindir (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985). Ekzopterigotlar eksternal olarak
gelismis kanatlara sahiptir, pup evresi olmaksizin ergin hale gelirler. Bu nimfler deri
degisim siireci boyunca erginler igerisinde gelisirler. Ekzopterigotlarda ve
endopterigotlarda farkli amino asitler cok farkli konsantrasyonlarda bulunabilir (Florkin
ve Jeuniaux, 1964). Ekzopterigotlarda cesitli amino asitlerin hemolenfteki
konsantrasyonu 5-70mg/100ml arasinda degisim gosterir. Bunlarda glutamik
asit+glutamin ve glisinin konsantrasyonu digerlerine gore biraz daha fazladir.
Endopterigotlarda aspartat, asparajin, fenilalanin, 16sin ve izol6sin genellikle diisiik
degerlerde, glutamik asit+glutamin ve prolin ise daha yiiksek degerde bulunur (Florkin
ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985).

Amino asitlerin, parazitoitlerin biiyiime ve gelisimi icin baslica besinler oldugu
gosterilmistir (Gelman ve ark., 2000). Ancak parazitoitlerin embriyonik gelisimlerini
baslatmak ve siirdiirmek i¢in spesifik amino asit gereksinimleri hakkinda bilgi sinirlidir
(Consoli ve Vinson, 2004).

Chang (2004)’1n bildirdigine gore, besinsel olarak amino asitleri esansiyel
olanlar ve esansiyel olmayanlar olarak tanimlamak i¢in ilk ¢alisma Rose (1938)
tarafindan geng ratlarla yapilmistir. Rose (1938) amino asitleri birer birer besine ilave
ederek veya cikararak yaptigi beslenme calismalari sonucu, besine ilave edilmedigi
zaman anormallige yada biiyiimenin ve gelismenin yeteri kadar olmamasina neden olan
amino asitleri esansiyel amino asitler, besinden c¢ikarildiginda normal biiyiimeyi
etkilemeyenleri esansiyel olmayan amino asitler olarak tamimlamistir. Rose tarafindan
gelistirilen bu metot kullamilarak, bdceklerin 20 amino asite olan ihtiyaclar
belirlenmistir (Chang, 2004).

Chang (2004), Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)’nin larva ve erginlerinin
amino asit ihtiyaclarini arastirmistir. Yapilan caligma sonunda bu tiir i¢in esansiyel olan
10 amino asitten (arg, ile, leu, lys, his, met, phe, thr, trp, val) sadece birisinin besinden
cikarilmasi halinde larvalarin 6ldiigii tespit edilmistir. Sekiz esansiyel olmayan (ala, asp,
cys, glu, gly, pro, ser, try) amino asitin bulunmadig1 besinle beslenen larvalarin
yasadiklar1 fakat larval gelisimlerinin yavasladigi gozlenmistir. Hazirlanan besinden
sadece esansiyel olmayan serin ¢ikarildiginda larval agirlik kayb1 da artmistir. Glisinsiz
besinle beslenen larvalarda ergin cikis orani diismiistiir. Erginlerin esansiyel olmayan

amino asitleri icermeyen besinle beslenmeleri bunlarin hayatta kalma siirelerinde,



16

eseysel olgunluga ulagsmalarinda ve yumurtalarinin agilma yiizdesinde 6nemli bir etki
yaratmamistir. Buna karsilik esansiyel amino asitlerden herhangi birinin yoklugunda
verimlerinin onemli derecede diistiigli goriilerek, yumurta iretimi icin esansiyel amino
asitlerin mutlaka gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Chang, 2004).

Thompson (1976) idiobiont bir ektoparazitoit olan EXxeristes roborator
(Hymenoptera: Ichneumonidae) ile yaptig1 calismada arjinin, histidin, izoldsin, 10sin,
lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan ve valin amino asitlerinden herhangi
birinin eksikliginde larval gelisimin 3. evreden sonra devam etmedigini ileri
stirmiislerdir. Thompson (1976) E. roborator’un %6 amino asit iceren, karbohidrat veya
yag bulunmayan bir besinde larval gelisimini tamamlayabildigini tespit etmistir. Daha
sonra yapilan c¢alismalarda spesifik amino asitlere duyulan gereksinimin parazitoit
tiirlerine gore degisebildigi ve genel olarak parazitoitlerin amino asit kompozisyonunun,
konaklarinin amino asit kompozisyonuyla biiyiik Olciide benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir (Quicke ve Shaw, 2004).

2.3. Parazitizm

Boceklerde metabolik homeostazisi korumada sahip olduklar1 yag dokusu,
yiiksek enerji gerektiren durumlarda yikilacak olan lipit, glikojen ve proteinlerin
sentezini saglayarak bocek hayatinda cok 6nemli rol oynar (Strand ve Casas, 2007;
Anand ve Lorenz, 2008). Parazitizm bocek yag doku metabolizmasinda degisimlere yol
acarak konak hemolenfinde biyokimyasal degisikliklere neden olur (Vinson ve
Iwantsch, 1980; Alleyne ve Beckage, 1997; Nakamatsu ve Tanaka, 2004; Quicke ve
Shaw, 2004; Salvador ve Consoli, 2008). Konak hemolenfindeki biyokimyasal
degisimler, konak endokrin sistemini degistirmek (Beckage ve ark., 1987) ve/veya
konak immiin savunmasini baskilamak suretiyle ortaya cikabilir (Shelby ve ark., 2000).
Konak hemolenfinde ortaya c¢ikan degisiklik cogunlukla yumurtlama sirasinda, ergin
disi parazitoit tarafindan konaga birakilan ovaryum proteinleri ve/veya zehirleri gibi
madde(ler)den veya polidnaviriisler, viriis benzeri partikiiller gibi faktor(ler)den
kaynaklanir (Shelby ve ark., 2000; Richards ve Edwards, 2001; Lee ve Kim, 2008).

Simbiyotik viriisleri bulunmayan hymenopter parazitoitlerde, konak immiin
sisteminin baskilanmasinda ve konagin diizenlenmesinde rol oynayan baslica etken
zehirdir (Zhang ve ark., 2004; Uckan ve ark., 2010). Parazitoidin konaga zehir enjekte

etmesi, konagin devamli veya gegici olarak paralize olmasina, biiyiimesinin durmasina
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(Doury ve ark., 1997; Ergin ve ark., 2006; Uckan ve ark., 2006) ve immiin tepkisini
iceren cesitli fizyolojik degisikliklere neden olur (Richards ve Edwards, 2001; Moreau
ve Guillot, 2005; Shim ve ark., 2008). Parazitoit zehirleri aminler, proteinler ve
enzimler karistmindan ibaret olabilir (Moreau ve Guillot, 2005; Ergin ve ark., 2006;
Pennacchio ve Strand, 2006; Uckan ve ark., 2006; Asgari ve Rivers, 2011). Paralize
edici zehirler cogunlukla konagin merkezi sinir sistemindeki snapslarda veya sinir-kas
baglantilarinda etkilidir (Quicke, 1997). Doury ve ark. (1997) Hymenoptera ordosuna
dahil tiirlerin zehirlerinde yaygin olarak bulunan hyaluronidazlarin, hayvan dokularinda
hiicreler aras1 baglantilar1 olusturan mukopolisakkaritleri (hyaluronik asit ve
chondroitin) hidrolize ederek dokusal bozulmalara, fosfolipazlarin membran
fosfolipitleri ile etkilesime girerek membran boyunca membran etkinligini bozan
deliklerin olusmasina neden olduklarini ileri stirmiiglerdir.

Parazitoit zehrinin neden oldugu fizyolojik etkiler, endoparazitoit ve
ektoparazitoit tiirlerde farklilik gosterebilir. Ektoparazitoitlerde ergin disi parazitoidin
zehiri konak savunma ve hareket sistemlerini baskilayan en énemli faktordiir (Doury ve
ark., 1997; Richards ve Edwards, 2001; Moreau ve Guillot, 2005). Bunlarda konagin
kalbi uzunca bir siire atmaya devam etse de, gelisimi durur ve bu larvalara yumurta
birakilmasa da sonunda o6liirler (Baker ve Fabrick, 2000; Shim ve ark., 2008). Hareketli
bir konak, gelisen parazitoit larvast ve yumurta birakma esnasinda ergin disiler i¢in
tehlike olusturdugundan (Quicke, 1997; Ergin ve ark., 2006), idiobiont ektoparazitoitler
konaklarina enjekte ettikleri zehirleri ile konakta siirekli fel¢ durumunu saglayarak
konak {iizerine birakilan yumurtalarin diigmemesini ve bunlardan c¢ikan larvalarin
gelisimini giivence altina alirlar (Vinson ve Iwantsch, 1980; Quicke, 1997).
Ektoparazitoitlerde  zehir, paralize edici olarak fonksiyon  gosterirken,
endoparazitoitlerdeki zehrin, 6zellikle konak fizyolojisini degistirmeyle ilgili farkli bir
islevi vardir (Zhang ve ark., 2004). Koinobiont endoparazitoitler zehirledikleri
konaklarimi gecici olarak felclestirirler, daha sonra konaklarinin hareket, beslenme ve
gelisime bir siire izin verirler (Quicke, 1997; Nakamatsu ve Tanaka, 2003). Bu tip
parazitoitlerde konagin besin almaya devam etmesi, parazitoitlerin konaktan alacaklar1
besinsel elemanlar1 artirir (Alleyne ve ark., 1997). Endoparazitoit tiirlerin birgogu
konaklarinin larvalarin1 yumurtlama alani olarak kullanirlar. Bunlar, konak larvasinin
immiin ve endokrin sistemlerini notralize eden ve boylelikle parazitoidin larval gelisimi

tamamlanincaya kadar konagi oOldiirmeyen fakat biiylime ve gelisiminde gecikmeye
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neden olan spesifik zehirlere sahiptir. Bu durum parazitoit i¢in larval konagin erken
oliimiinden kaynaklanacak olumsuzluklart 6nlemis olur (Ergin ve ark., 2006).

Endoparazitoitlerde, konaga enjekte edilen madde ve/veya faktorler konak
fizyolojisini ve davramisini etkileyerek konak i¢inde gelisen parazitoit larvalarina yarar
saglarlar (Doury ve ark., 1997; Richards ve Edwards, 2001; Consoli ve ark., 2005;
Asgari ve Rivers, 2011). Endoparazitoitlerin aksine ektoparazitoitlerde belirtilen sekilde
bir endojen diizenleme olmaz. Ektoparazitoitlerde larvalar, énce direk olarak konak
hemolenfi ile sonra dokulariyla beslenir ve ergin olarak c¢ikistan 6nce konagin tamamini
veya tamamina yakin kismin tiiketirler (Alleyne ve ark., 1997).

Shim ve ark. (2008) B. hebetor’un konaga yumurta birakmadan 6nce enjekte
ettigi zehir etkisiyle paralize olan konakta, kalp atis oraninda zehirlenmeden sonraki 4
giine kadar 6nemli bir diisiisiin olmadigin1 gozlemislerdir.

Waller (1965), B. hebetor zehirinin G. mellonella’nin respirasyon ve sinir kas
baglantisina etkilerini incelemis ve sonug olarak B. hebetor zehirinin konakta oksijen
tiketimini yaklagik olarak yiizde yirmi disilirdiigiinii, lokomotor aktiviteyi
durdurdugunu tespit etmistir. Rath ve Sinha (2005) Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae) ve Antheraea mylitta (Lepidoptera: Saturniidae) nin Blepharipa zebina
(Diptera: Tachinidae) tarafindan parazitlenmis larvalarinda protein miktarinin diigmesi
nedeniyle daha az ipek iretildigini ve hemolenfteki amino asit igeriginin azaldigim
belirtmislerdir.

Bracon  hebetor tarafindan parazitlenen E. kuehniella larvalarinin,
hemolenfindeki toplam protein miktarinin parazitlenmeden 24 ve 48 saat sonra azaldigi,
hemolenfte belirlenen proteinlerden bazilarinin miktar1 azalirken, bazilarinin arttigi,
parazitlenmenin konak hemolenf proteinleri {izerinde sadece kantitatif yonden
diizenleyici etki yaptigi, kalitatif olarak etkili olmadig1 6ne siiriilmiistiir (Altuntag ve
ark., 2010). Buna karsihik Beckage ve ark. (1987), C. congregata tarafindan
parazitlenen M. sexta larvalarimin hemolenfinde, parazitlenmemis larvalarda
gozlenemeyen bir hemolenf polipeptidinin sentezlendigini tespit ederek parazitizmin

protein sentezini kalitatif olarak da tetikledigini gostermislerdir.

2.4. Gelisen parazitoidin etkisi
Parazitoit larvalarinin besinsel ihtiyaglarinin saglanmasi ve devami icin konagi

uygun hale getirmeye yonelik potansiyel konak diizenleyicilerden birisi de konakta
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gelisimlerini tamamlayan parazitoit larvalaridir (Vinson ve ark., 1994; Hochuli ve
Lanzrein, 2001; Salvador ve Coénsoli, 2008). Parazitoit larvalan1 tarafindan kontrol
edilen diizenleyici faaliyetlerin konakta neden oldugu kimyasal degisimlerin
tanimlanmasinin, parazitoidin besinsel ihtiyaglar1 hakkinda temel bilgiler saglayacagi
ileri siiriilmiistiir (Salvador ve Consoli, 2008). Parazitoit larvalar1 tarafindan diizenlenen
konak faaliyetlerinin ¢ogu, konag1 parazitoidin her larva evresinin besinsel ihtiyaglari
icin uygun hale getirmeye yoneliktir (Doury ve ark., 1997; Salvador ve Cdnsoli, 2008).
Endoparazitoitlerde bu diizenleyici faaliyetler ektoparazitoitlere gore daha ileri
diizeydedir. Endoparazitoitlerde konagin larvalar icin besinsel yonden uygun hale
getirilmesinde parazitoit yumurtasindan salinan teratositler (Nakamatsu ve Tanaka,
2004) ve parazitoit larvalarindan kaynaklanan faktorler énemli rol oynar (Vinson ve
ark., 1994; Doury ve ark., 1997; Richards ve Edwards, 2001). Protein biyosentezi ve
salimmminda gorev alan teratositler, ayrica parazitoit larvalarinin konagi besin olarak
tiketmelerinde de direk ve indirekt olarak kilit rol oynarlar. Teratositler konak
dokularim1 sindiren enzimleri iireterek, gelisen larva icin daha bol ve uygun besin
saglamaktadir (Falabella ve ark., 2000).

Nakamatsu ve Tanaka (2004), endoparazitoit C. kariyai tarafindan parazitlenen
konak P. separata da konak hemolenfindeki karbohitrat, lipit ve protein tiiketiminin
konakta bulunan parazitoit larva sayisina bagl olarak degistigini, ¢ok fazla sayida
parazitoit larvast bulunan konaklarin hemolenfindeki protein, lipit ve trehaloz
konsantrasyonunun az sayida larva bulunanlardan onemli derecede diisiik oldugunu ve
az sayida parazitoit larvasi bulunan konaklarda parazitlenmeden sonraki sekizinci giinde
treholaz konsantrasyonunun arttigi, daha sonra onuncu giin itibariyle azaldigini tespit
etmislerdir.

Vinson ve ark. (1994) endoparazitoit Cardiochiles nigriceps (Hymenoptera:
Braconidae)’in yumurtalarinin  ac¢ilmasiyla ortaya c¢ikan teratosit ve larvalarin,
cevrelerine protein saldiklarini, teratositlerin kolaylikla amino asitleri absorbe ettiklerini
ve salgiladiklar1 proteinleri sentezlediklerini, sentezledikleri proteinlerin ¢ogunu
cevreye saldiklarini, bir kisminin salinirken degistirildigini, teratositlerin farkli yaslarda
farkli proteinleri salabileceklerini ifade etmislerdir. Yapilan calismada larvalarin bazi
proteinleri oral yoldan ve bazilarimi da anal vezikiilleri ile salgiladiklar1 gosterilmistir.

Cotesia kariyai’nin kaliks s1visi ve zehiri enjekte edilen P. separata larvalarinin

hemolenfinde meydana gelen degisimler, parazitlenmis ve parazitoit larvasi bulunan
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konaklarla karsilastirilmistir. Sadece kaliks sivisi ve zehir enjekte edilmis olan konak
larvalarin hemolenfindeki protein konsatrasyonunun, dnce diistiigii fakat enjeksiyondan
9-10 giin sonra kontrolle ayn1 seviyeye ulastigi, parazitoit larvast bulunan konaklarin
protein konsantrasyonunun ise énemli derecede diistiigli ve bir daha artmadigi tespit
edilmistir. Parazitlenmis konaklardaki protein miktarindaki diisiis, parazitoit larvalarinin
direkt tiiketimine baglanmistir. Trehaloz miktarinin, kaliks sivist ve zehir enjekte edilen
konaklarin hemolenfinde artmasi, parazitlenmis konaklarda ise biiyiik oranda azalmasi,
parazitoit larvalarinin gelisme icin trehalozu ©Onemli bir besin kaynagi olarak
kullanmalarina baglanmistir (Nakamatsu ve ark. 2001).

Parazitlenmenin Lacanobia oleracea (Lepidoptera: Noctuidae)’nin hemosit
sayis1, morfolojisi ve yasayabilirligi izerinde ters etki yaptigi, fagositoz ve fenoloksidaz
aktivitesini iceren konak immiin tepkisini baskiladig1 tespit edilmistir (Richards ve
Edwards, 2001). Ergin parazitoit zehirinin, bu olaylarda hi¢ rol oynamiyor ya da kiiciik
bir rol oynuyor gibi goriindiigii, parazitizmden kaynaklanan etkilerin, beslenen
ektoparazitoit Eulophus pennicornis (Hymenoptera: Eulophidae) larvalarinin neden
oldugu faktorlerden ve sonradan konak igine verilen faktorlerden kaynaklanabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Lacanobia oleracea da parazitizmin plazma protein profilini
degistirdigi, parazitlenen larvalarda parazitlenmemislerden farkli olarak, 27kDa
molekiiler agirlikli parazitizme-6zel bir proteinin tespit edildigi belirtilmistir (Richards
ve Edwards, 2001).

Hochuli ve Lanzrein (2001), Chelonus inanitus (Hymenoptera: Braconidae)
larvas1 tarafindan salgilanan proteinlerin, polidnaviriis/zehir varhiginda konak
Spodoptera littoralis (Lepidoptera: Noctuidae)’in metamorfuzunu diizenlemede rol
oynadigin1 ileri siirmiislerdir. Ektoparazitoit Eupelmus orientalis (Crawford)
(Hymenoptera: Eupelmidae)’in ilk evre larvalarinin tiikriik bezlerinden salinan salgilar
ile konak Callosobruchus maculatus (Coleoptera: Bruchidae)’ un larvalarinda siirekli
felce ve gelisimin durmasina neden oldugu belirtilmistir (Doury ve ark., 1997). Giindiiz
ve ark. (2008), B. hebetor erginlerindeki protein miktarinin konaga ve eseye baglh
olarak degistigini, G. mellonella’da yetistirilen B. hebetor disilerinin, E. kuehniella
larvalarinda yetistirilenlerden daha fazla protein igerdiklerini, erkek parazitoitlerin
protein miktarinin konak tipinden etkilenmedigini, ayrica G. mellonella’nin protein
bakimindan E. kuehniella’dan daha zengin oldugunu tespit etmislerdir. Bagka bir

calismada Giindiiz ve Giilel (2010) B. hebetor erginlerindeki protein miktarlarinin yasa,
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eseye ve beslenmeye bagli olarak degistigini, disilerdeki protein miktarinin ergin
hayatin ilk bes giiniinde arttigini, daha sonra azalarak onuncu giinde ilk giinkii seviyeye

indigini fakat erkeklerde 6nemli bir degisikligin olmadigini ileri siirmiiglerdir.

2.5. Yiiksek Basin¢ S1ivi Kromatografi (HPLC)

Kromatografi genel anlamda bir karistmi olusturan maddeleri, iki ayr (tasiyici
ve sabit) faz icinden gecirirken bu fazlara degisik ilgilerinden yararlanarak hem nitelik
hem de nicelik olarak ayristirilmasi islemidir (Brown ve ark., 2005).

Modern kromatografide karistmin ayristirlmasinda iki farkli faz kullanilir,
bunlar sabit faz ve tastyici fazlardir. Tasiyici faza hareketli faz da denilir. Sabit faz sivi
veya kati, tasiyict faz ise sivi veya gaz olabilir. Tasiyict faz gaz ise sistem Gaz
Kromatografisi (GC), tastyici faz sivi ise sistem Sivi (Likit) Kromatografisi (LC) olarak
tanimlanir (Brown ve ark., 2005).

S1v1 kromatografide tasiyici fazda c¢oziinmiis olan bilesikler, kolon icerisindeki
sabit faz ile etkilesimlere girerek, kolon icinde degisik hizlarda ilerler. Bu bilesikler,
kolonu degisik zamanlarda terk ederek, birbirlerinden ayrilirlar. Ayrilan bilesik, kolon
cikisina baglanan uygun bir dedektorle tespit edilip miktarlariyla orantili olarak
alikonma zamanlar1 kaydedilir. Alikonma zamani (RT: Retention Time) maddenin
enjekte edildigi zaman ile dedektorde tespit edildigi zaman arasinda gecen siireyi ifade
eder (Brown ve ark., 2005).

Yiiksek Basing Sivi Kromatografi (HPLC) asagidaki temel birimlerden olusur
(Sekil 2.1):

e Hareketli/Tas1yic1 faz deposu

e Tasiyici faz hareket birimi; Pompa(lar)
¢ Enjeksiyon (6rnek yiikleme) birimi

e Ayirma birimi; Kolon(lar)

¢ Olgiim birimi; Dedektor(ler)

® Yazim birimi; kaydedici, integrator

e Atk deposu
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Kolon
N— " Kromatogram
- y -
Enjektor
Ornek
Pompalar Dedektir
Atk

Sekil 2.1. Yiiksek basing s1vi kromatografi
(http://www.waters.com/waters/nav.htm?cid=10049055&locale=en_TR 30.10.2011)

HPLC genelde ugucu olmayan organiklerin tespitinde kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemle amino asitlerin, proteinlerin, niikleik asitlerin, hidrokarbonlarin, yag
asitlerinin, karbonhidratlarin, fenollerin, pestisitlerin ve antibiyotiklerin belirlenmesinde
kullanilmaktadir.

Amino asitlerin belirlenmesinde genellikle ninhidrin ile kolon sonrasi
tirevlendirme yapilarak iyon-degisimi kromatografisi kullanilmaktadir, fakat kolon
oncesi tiirevlendirme prosediirlerinin kullanimi ve tiirevlerin Ters faz (RP) HPLC ile
ayrimi ¢ok daha genis kabul gormektedir. HPLC ile yapilan bu amino asitlerin analizi,
spektral ozellikleri olmadigindan once bir tiirevlendirme asamasini gerektirir. Soguran
veya floresan amino asit tiirevlerini elde edebilmek i¢in cok miktarda reaktif ve
prosediir tammmlanmistir. Bunlardan en ¢ok kullanilan reaktifler, orto-fitalaldehit (OPA),
1-dimetilaminonaftalin-5-sufonil klorid (Dansyl), 6-aminokinolil-N-
hidroksisuksinimidil karbamat (AQC), fenilisotiyosiyanat (PITC) (Checa-Moreno ve
ark., 2008; Gheshlaghi ve ark., 2008), 4-dimetilaminoazobenzen-4’-sulfonil klorid
(Dabsyl) ve 9-florenilmetil kloroformat (FMOC)’ dir (Checa-Moreno ve ark., 2008).

OPA kullanim1 yiiksek hassasiyet yetenegi saglar fakat prolin ile reaksiyon
vermemesi (Janssen ve ark., 1986; Checa-Moreno ve ark., 2008), OPA-lizin tiirevi gibi
floresan {iiriinlerin kararsizligi ve quencherlere duyarli olmasindan dolay1 oOl¢iimde
zorluklar gibi dezavantajlar1 vardir. Prolin ve hidroksiprolin oldugu durumlarda miktar
belirleme, bu amino asitlerdeki halkalarin agilmasi i¢in 6zel oksidatif prosediirler
gerektirir. Dansyl klorid reaksiyonu 6zellikle prolin ile cok yavas gerceklesir, bu yiizden

bu metot yaygin olarak kullanilmaz. Dabsyl tiirevleriyle de benzer durumlar meydana
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gelmektedir. FMOC metodunun, reaktif girisim dezavantaji vardir (Checa-Moreno ve
ark., 2008).

Amino asit analizinde PITC ile kolon 6ncesi tiirevlendirme son zamanlarda
yaygin olarak kullanilan bir metottur. PITC kullanimi ile bazik kosullar altinda serbest
amino asitler, ters faz HPLC ile ayrilabilen ve UV ile belirlenebilen feniltiyokarbamil
(PTC) tiirevlerine doniistiiriiliir (Janssen ve ark., 1986). Bu tiirevlendirme asamasi
hizlidir ve tiim esansiyel amino asitlerle gerceklesir. PITC primer ve sekonder aminler
ile aym ol¢iide reaksiyon verir (Checa-Moreno ve ark., 2008; Gheshlaghi ve ark., 2008);
yani primer amino asitlerle oldugu gibi prolin ile de ayn1 kromoforu meydana getirir.
Sonu¢ olarak, PITC hem primer hem de sekonder amino asitlerin kolon Oncesi

tirevlendirilmesinde kullanilir (Checa-Moreno ve ark., 2008).

i i 8
QN=c=S + NH,~(H—(000 —— QNH—C—NH—EH—EOO‘

Fenilisotiyosiyanat Amino asit Feniltiyokarbamil (PTC) amino asit

(PITC)

Sekil 2.2. PITC ile amino asit tiirevlendirme reaksiyonu (Janssen ve ark., 1986)

2. 6. Lambert-Beer kanunu:

Spektofotometri ¢ozelti igerisindeki ¢esitli solidlerin konsantrasyonlarini
belirlemede 151k absorbsiyonunun 6lciimiinii miimkiin kilmaktadir. Olciim Lambert-
Beer yasasina dayanilarak yapilmaktadir. Bu yasaya gore bir ¢ozeltiden gegen 1s1k
miktari, 15181n ¢ozelti icinde katettigi yol ve ¢ozelti konsantrasyonu ile logaritmik olarak
ters orantili, emilen 151k miktariise dogru orantilidir (Nelson ve Cox, 2005).

Transmittans(T)=1/I

Yiizde Transmittans (%T)=100 T

Absorbans (optik dansite, O.D.)= -log;oT

Absorbans(A)=g-c ‘1
c—¢ozelti konsantrasyonu (mol/L)

l—15181n ¢ozelti iginde kattetigi yol (cm)

¢ —molar absorpsiyon katsayisi(L/mol/cm)
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
Calismada parazitoit olarak gregar, idiobiyont bir ektoparazitoit olan Bracon
hebetor, konak olarak Galleria mellonella kullanildi. Parazitoit B. hebetor erginlerine,

konak G. mellonella ergin ve larvasina ait resimler Sekil 3.1°de verildi.

6.5 mm

c) d)

Sekil 3.1. Bracon hebetor erginlerinde disi (a) ve erkek (b) bireyin ventralden G.
mellonella’da ergin bireyin (c) ve olgun larvanin (d) dorsalden goriiniisii

3.1. Konak Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Konak olarak kullanilan G. mellonella’nin stok kiiltiirleri, OMU Ziraat Fakiiltesi
aricilik enstitiisiinden alinan giivelenmis bal peteklerindeki G. mellonella larvalarindan
elde edilen erginlerle Giil ve Giilel (1995)’in kullandig1 yonteme gore kuruldu. Konak
erginleri, icerisinde sterilize edilmis bal petekleri bulunan ve agzi hava sirkiilasyonunu
onlemeyecek sekilde bez ile kapatilmis bir litrelik cam kavanozlara konularak
26£2°C’de, %65+5 bagil nem ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kisaca 16:8 (A:K)
fotoperyottaki laboratuar sartlarinda muhafaza edildi. Bu sekilde hazirlanan kaplarda

gelisen konak larvalarinin populasyon yogunluguna gore gerektiginde kaplara yeterli
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miktarda petek ilave edildi ve daha sonra kiiltiirler bir litrelik kaplardan bes litrelik cam
kaplara (kavanozlara) aktarildi. Denemelerde bu Kkiiltiirlerden elde edilen ve rastgele
secilen iiciincii nesil son evre larvalar kullanildi. Konak kiiltiiriiniin devamini saglamak

icin yukarida belirtilen yol izlenerek belli periyotlarla yeni konak kiiltiirleri kuruldu.

3.2. Parazitoit Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Parazitoit B. hebetor stok kiiltiirlerinin kurulmasinda Giindiiz ve Giilel (2004)’in
kullandig1 yontemden yararlanildi. Kiiltiirler 3.1°de belirtilen laboratuar sartlarinda 10
ml’lik cam tiiplere bir disi ve bir ergin erkek parazitoit ile G. mellonella’nin son evre
larvas1 konulmak suretiyle kuruldu. Parazitoit kiiltiiriiniin devamu icin belli araliklarla
yukarida belirtilen yol izlenerek yeni parazitoit kiiltiirleri hazirlandi. Denemelerde bu

kiiltiirlerden elde edilen ve rastgele se¢ilen parazitoit erginleri kullanildi.

3.3. Hemolenf Orneklerinin Almmasi

Amino asit analizlerinde kullanilacak konak hemolenf oOrnekleri iki grup
larvadan alindi. Bunlardan birinci grubu sadece disi parazitoitler tarafindan paralize
edilen fakat iizerlerine yumurta birakilmayan konak larvalart (P1), ikinci grubu da
disiler tarafindan paralize edilen ve iizerlerinde parazitoit larvalari gelisen konak
larvalar1 (P2) olusturdu. Bu iki grup daha sonra gerektiginde sirasiyla sadece P1 ve P2
olarak ifade edilecektir. Konak larvalarinin paralize edilmesinde veya parazitlenmesinde
parazitoidin eseysel olgunluga erisme ve yumurta birakma yasi dikkate alinarak, bir

giinliik ergin parazitoitler kullanildi.

3.3.1. Paralize Olan (P1) Konak Larvalarindan Hemolenf Orneklerinin
Allnmasi

Konak larvalarindan hemolenf 6rneklerinin alinmasinda parazitoidin yumurta ve
larval evrede gecirdigi maksimum siire dikkate alindi. Bracon hebetor’da yumurta
acilma siiresinin laboratuar sartlarina bagli olarak ortalama 24-48 saat (Giil ve Giilel,
1995, Dabbagoglu, 2004) arasinda degistigi goz Oniine alinarak, P1 grubu konak
larvalarindan hemolenf 6rneklerinin alinmasina paralize oluslarindan (paralizasyondan)
sonra 72. saate kadar devam edildi. Paralize olan (P1) konak larvalarindan hemolenf
ornekleri almak i¢in once konak larvalarinin paralize olmalar1 saglandi. Bunun i¢in bes

ml’lik bir cam tiip icerisine 0-24 saat yash bir disi, bir erkek ergin parazitoit, bir tane
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son evre konak larvasi konularak, gozlem altinda konak larvasinin disi parazitoit
tarafindan paralize edilmesi saglandi. Bu sekilde disiler tarafindan paralize edilen konak
larvalar tiiplerden cikarilip bagka tiiplere aktarilarak, her tiip iizerine paralize olus
(paralizasyon) tarihi ve saati yazildi. P1 grubu larvalarindan hemolenf, larvanin iiciincii
on bacagmi koparip mikrokapiller tiipler yardimiyla cekerek alindi. Hemolenf alma
islemi belirli saat araliklariyla farkli larvalar kullanilarak tekrarlandi. Alinan ve 1,5
ml’lik ependorf tiipiine konulan her hemolenf 6rnegine, melanizasyonu 6nlemek icin bir
fenoloksidaz inhibitorii olan birkac fenilthioiire (1-fenil-2-thiourea) kristali konuldu.
Bunu takiben hemolenf O©rnegi, icindeki teratositleri ve konak hemositlerini
uzaklastirmak icin, 10000gx5dk 4 °C de santrifiij edildikten sonra analiz edilinceye
kadar -80°C’ de saklandi. P1 grubu konak larvalarindan ilk hemolenf 6rnegi paralize
olmalarindan alt1 saat sonra, ikinci 6rnek 12 saat sonra alindi. Hemolenf ornegi alma
isine altisar saat ara ile 72. saate kadar devam edildi. Boylelikle P1 grubu larvalardan 12
degisik zamanli hemolenf Ornegi alindi. Kontrol grubu olusturmak icin paralize
olmamis saglikli konak larvalarindan hemolenf 6rnegi alindi. Belirli bir zaman dilimi
icin konak populasyonlarindan farkli zamanlarda alinan ve paralize olan konak larvalari

kullanilarak, hemolenf 6rnekleri alma islemleri ii¢ defa tekrarlandi.

3.3.2. Parazitlenmis ve Uzerinde Parazitoit Larvalar1 Gelisen Konaklardan
(P2) Hemolenf Orneklerinin Alinmasi

Parazitlenmis ve iizerinde parazitoit larvalar1 gelisen konaklardan (P2) hemolenf
ornekleri almak i¢in once konak larvalarinin parazitlenmeleri ve iizerlerinde parazitoit
larvalarinin gelisimi saglandi. Bunun i¢in 3.1° deki laboratuar sartlarinda her petri
kabina bir disi bir erkek parazitoit ergini ile bir G. mellonella son evre larvasi
konularak, disilerin 24 saat boyunca konag1 parazitlemesi ve iizerine yumurta birakmast
saglandi. Bu siire sonunda kaptaki disi parazitoit c¢ikarilarak yumurtalarin acilip
parazitoit larvalarinin ¢ikmasi beklendi. Parazitoit larvasi ¢ikan petri kaplarinin iizerine
larvalarin ¢ikis tarihi ve saati kaydedildi.

P2 grubu konak larvalarindan hemolenf orneklerinin alinmasina, parazitoidin
larval gelisim siiresinin en fazla 72 saat (Giil ve Giilel, 1995; Dabbagoglu, 2004) oldugu
dikkate alinarak larval hayatin baslamasindan itibaren 24 saat ara ile 72. saate kadar
devam edildi. P2 konak larvalarindan 3.3.1°de belirtilen sekilde alinan ve daha sonra

benzer islemlere tutulan hemolenf Ornekleri analizler yapilincaya kadar -80 C de
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saklandi. Belirli bir zaman dilimi i¢in konak populasyonlarindan farkli zamanlarda
alinan ve parazitlenmis konak larvalar1 kullanilarak, hemolenf ornekleri alma islemleri

tic defa tekrarlandi.

3.4. HPLC Teknigi ile Amino Asit Analizi
Hazirlanan hemolenf orneklerinde amino asit analizi, Balikesir Universitesi
Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezinde, HPLC cihaz1 ile, Uckan (2009)

tarafindan modifiye edilen metod kullanilarak yapildi.

3.4.1. Analizlerde Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler
Analizlerde kullanilan tiim kimyasal maddeler, analitik veya HPLC’de
kullanilabilecek saflikta temin edildi. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin

isimleri, marka ve katalog numaralar1 Cizelge 3.1° de verildi.

Cizelge 3.1. Analizlerde kullanilan kimyasallar

Madde ad1 Marka Katalog no Madde adi Marka Katalog no

Metanol Riedel 34885 Glutamin  Sigma G3126
(Gln)

Trietilamin Fluka 17924 Histidin Fluka 43011
(His)

Phenyl Sigma P1034 Arjinin Fluka 08163

isothiocyanate (Arg)

Asetonitril Merck 100030 Alanin Fluka 55329
(Ala)

Fosforik asit ~ Fluka 79606 Prolin Fluka 94321
(Pro)

Sodyum Fluka 71185 Tirozin Fluka 93829

asetat (Tyr)

Glasial asetik Merck 100063 Valin Fluka 19515

asit (Val)

Aspartik asit  Fluka 74392 Metiyonin  Fluka 50272

(Asp) (Met)

Glutamik asit Sigma G2128 Losin Fluka 80687

(Glu) (Leu)

Asparajin Fluka 11149 Fenilalanin Fluka 44026

(Asn) (Phe)

Serin (Ser) Fluka 61227 Triptofan ~ Fluka 93659
(Trp)

Glisin (Gly) Fluka 55097 Lizin Fluka 44208

Izolosin (Ile)  Fluka 50271 (Lys) Fluka 69356
Treonin
(Thr)

Amino asit isimlerinin kisaltmalar1 Nelson ve Cox (2005)’den alindi.
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Analizler i¢in hazirlanan Orneklerin tiirevlendirilmesinde ve c¢oziilmesinde
kullanilan ¢ozeltiler:

1. Cozelti: Metanol-Su-TEA(trietilamin) karisimi (2:2:1), 100 mL

2. Cozelti: Metanol-Su-TEA-PITC (Fenilisotiyosiyanat) karisimi (7:1:1:1, v/v)
tiirev reaktifidir, 100 mL

3. Cozelti: %5 Asetonitril iceren 5 mM 100 mL Na,HPO,, pH:7,43’e fosforik
asit ile ayarlandi

Orneklerin HPLC’de analizi sirasinda hareketli faz1 olusturan cozeltiler:

A Cozeltisi: %0,05 TEA (v/v) iceren 0,14 M 500 mL Sodyum asetat tamponu
(glasiyel asetik asit ile pH:6,2’ye ayarlandi)

B Cozeltisi: Asetonitril-Su karisimi (60:40) 500 mL
Not: Cozeltiler HPLC’ de kullanilabilecek safliktaki su ile hazirlandi.

3.4.2. Orneklerin HPLC’de Analiz icin Hazirlanmasi ve Fenilisotiyosiyanat
ile Tiirevlendirme

Stoklanan hemolenf orneklerinin HPLC’de analiz islemleri igin sirasiyla
asagidaki islemler yapildi;

1-Derin dondurucuda -80°C’da saklanan hemolenf 6rnekleri derin dondurucudan
cikarilarak eriyene kadar oda sicakliginda bekletildi.

2-Eriyen hemolenften 4ul alinarak bir ependorf tiipiine konulup iizerine 10ul saf
su ve 87ul asetonitril eklendi ve tiipteki karisim pipet ile ¢ekip-birakarak karistirildi.

3-Karisim 8000g’de, oda sicakliginda (22°C) bir dakika santrifiij edildi.

4-Tipte olusan siipernatanttan 95ul alinarak ikinci bir ependorfa konuldu ve bu
ikinci tiip de 8000g’de oda sicakliginda ii¢ dakika santrifiij edildi.

5-Olusan siipernatanttan bir ependorfa 80ul alinarak tiipiin agz1 a¢ik durumda 2
saat 65°C’ye ayarlanmis etiivde tutuldu.

6-Etiivden alman tiipe 3.4.1°de belirtilen 1 nolu ¢ozeltiden (Metanol-Su-TEA
karigimi1) 6 ul eklendi ve bu tiip yine agzi agik halde 10 dakika 65°C’ye ayarh etiivde
tutuldu.

7-On dakika sonra etiivden ¢ikarilan tiipe 3.4.1. de belirtilen 2 nolu (Metanol-
Su-TEA-PITC karnisimi)tiirevlendirme reaktifi ¢cozeltisinden 6 ul eklenip en az iki defa
pipetaj yapildiktan sonra ependorfun agzi kapatilarak 30 sn 6zel bir karistirici (vorteks)

ile karistirildi.
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8-Bu tiip once 20 dk oda sicakliginda, sonra agzi acilarak 15 dk 65°C’ye ayarh
etiivde tutuldu.

9-Belirtilen islemlere tabi tutulan tiipteki karistma, HPLC aletine enjeksiyondan
once 3.4.1.de belirtilen 3 nolu cozeltiden (%5 Asetonitril iceren 5 mM 100 mL
Na,HPO,, H3PO4 eklenerek pH: 7,43’e ayarlandi) 150 pl ilave edip 15 saniye vorteks
ile karistirarak 6rnek enjeksiyona hazir hale getirildi.

Standart amino asitlerden kat1 olan Tyr, Gln, Glu, Asn ve Trp 1M HCl igerisinde
100 mM olacak sekilde ¢oziildiikten sonra, buz dolabinda saklanan sivi haldeki standart
amino asitler de oda sicakligina getirildikten sonra, her biri i¢in hemolenf orneklerinin
hazirlanmasinda uygulanan islemler uygulanarak tiirevlendirildi ve HPLC’ ye yiiklendi.
Once tiirevlendirilmis 19 standart amino asit tek tek alikonma siireleri ve
kromatogramlari, daha sonra bu tiirevlendirilmis amino asitlerin karigimi hazirlanarak

19 standart amino asit tiirevine ait kromatogram elde edildi (Sekil 4.1).

3.4.3. Kromatografik Prosediir

Analizler, 20 ul enjeksiyon bolmesine ve UV Absorbans dedektore sahip,
Agilent 1100 model HPLC cihaz1 kullanilarak yapildi. Analizlerde, dolgu maddesi
silika, uzunlugu 12.5 cm, partikiil biiyiikliigii 5 um, por biiyiikligii 100 A, por hacmi
1.0 mL/g, yiizey alam 300 m%g, i¢c capt 4.0 mm olan C18 (ACE-121-1204) kolon
kullanildi. Kolon sicakligi 27+1°C ve dalga boyu 254 nm olarak sabitlendi. Mobil faz
olarak 3.4.1’ de verilen A ve B cozeltilerinden hazirlanan asagidaki gradiyent uygulandi
(Cizelge 3.2). Belirli bir zaman dilimi icin larvalardan farkli zamanlarda alinan her
hemolenf 6rnegi tekrarlanabilirlik degerlendirilmesi icin iic defa analiz edildi. Ug
degerin ortalamasina gore amino asit miktar1 degerlendirildi.

Cizelge 3.2. Amino asitlerin ayriminda uygulanan gradiyent programi

Siire (dk) Akis Hizi (ml/dk) % A %B
0 0.9 90 10
8.0 0.9 90 10
10.0 0.9 70 30
14.0 0.9 70 30
20.0 0.9 52 48
22.0 0.9 0 100
25.0 0.9 0 100
28.0 0.9 90 10

35.0 0.9 90 10
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3.5. Elde Edilen Kromatogramlarin Degerlendirilmesi

3.4.2’de belirtilen sekilde hazirlanan numuneler HPLC cihazinda analiz
edildikten sonra elde edilen her kromatogramdaki degisik alikonma zamanlari, standart
amino asit tiirevlerine ait kromatogramlardaki ve miksteki alikonma zamanlar ile
karsilastirilarak numunelerdeki amino asitlerinin cesitleri belirlendi. Bir amino asitin
yiizdesi ise, cihazin numunedeki her amino asit i¢in otomatik olarak hesaplayip verdigi
alan degerini o numunede belirlenen tiim amino asitlerin toplam pik alanina oranlayarak

hesaplandi.

3.6. Toplam Protein Analizi

3.3.1 ve 3.3.2 de belirtilen konak larvalarindan alinan hemolenf 6rneklerindeki
toplam protein miktarini belirlemek i¢in 6nce protein standart grafigi ¢izildi. Protein
standart grafigi icin %0.1’lik Sigir Serum Albumin c¢ozeltisi kullanildi. Once stok
standart ¢ozelti konsantrasyonunun 1 mg/ml olmast saglandi. Daha sonra stok standart
cozeltiden seyreltme yontemi ile protein konsantrasyonu 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200 pg/ml olan standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bu cozeltiler Lowry
metoduna tabi tutularak, spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda kore karsi
absorbans degerleri okundu. Islemler her standart ¢ozelti konsantrasyonu icin ii¢ kez
tekrarlandi. Elde edilen absorbans degerleri ile standart protein grafigi cizildi (Sekil
3.2).

o
[

y = 0,0033x + 0,034
R? = 0,9972

Absorbans (695nm)
R e R R N R
- N W A~ 00O N

o

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220

Sigir serum albGmini miktari (ug/ml)

o

Sekil 3.2. Standart protein grafigi

Konak larvalarinin hemolenfindeki protein analizinde Lowry ve ark. (1951)’ nin
gelistirdigi yontem esas alindi. Bunun icin daha énceden -80°C de saklanan drnekler,

derin dondurucudan ¢ikarilarak buzlu ortama alindi. Her bir ependorf tiipiinden alinan 3
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pl  hemolenf 500 kat seyreltilerek, bunlara Lowry yoOntemi wuygulandi ve
spektrofotometrede 695 nm dalga boyunda kore karst okundu. Her 6rnek icin ii¢ paralel
test tiipli hazirlandi ve bunlara ait ortalama absorbans degerleri, protein standart
grafiginden elde edilen regresyon dogrusu denkleminde (Sekil 3.2) yerine konularak
hemolenf Orneklerinin toplam protein miktart mililitrede miligram (mg/ml) cinsinden

hesaplandi.

3.7. Elde Edilen Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Paralizlenme ve parazitlenmeye bagli olarak G. mellonella larvalarinin
hemolenfindeki amino asitlerin yiizdelerinin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde
ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.
Bu testten elde edilen sonuglarin Onem seviyeleri ‘Tukey’ testi kullanilarak

degerlendirildi. Degerlendirilmelerde 0.05 giiven sinir1 esas alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Standart Amino Asitlere Ait Bulgular
HPLC analizleri sonucu elde edilen fenilisotiyosiyanat ile tiirevlendirilmis 19
standart amino asitin alikonma zamanlar ve alan degerleri Cizelge 4.1’de ve bu amino

asitlerin karisimina ait kromatogram ise Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Standart amino asitlere ait alikonma zamanlari ve alan degerleri

Sira Allkonma Alan Amino asit

Zamam (dk)
1 2.861 1171 Aspartat Asp
2 3.365 1610.5 Glutamat Glu
3 5.326 1396.7 Asparajin Asn
4 5.563 1757.6 Serin Ser
5 6.187 1743.1 Glutamin/Glisin | GIn/Gly
6 7.524 1697.5 Histidin His
7 991 1528.3 Treonin Thr
8 10.438 1882.6 Arjinin Arg
9 10.887 1703.4 Alanin Ala
10 11.231 2119.8 Prolin Pro
11 13.736 2079.3 Tirozin Try
12 14.533 1691.4 Valin Val
13 15.544 1697.9 Metiyonin Met
14 18.316 1841.6 [zolosin Ile
15 18.660 2092.6 Losin Leu
16 20.302 1864 Fenilalanin Phe
17 20.997 1962.2 Triptofan Trp
18 22.030 3434.5 Lizin Lys

4.2. Paralize Olan Konak Larvalarindan Alinan Hemolenf Orneklerine Ait

Bulgular

4.2.1. Amino Asit Analizi ile Tlgili Bulgular

Sekil 4.2’de kontrol grubunu olusturan parazitlenmemis konak larvalarinin
hemolenfindeki serbest amino asitlere ait kromatogram, Cizelge 4.2°de parazitoit
tarafindan sadece paralize edilen konak larvalarinin (P1) hemolenfindeki serbest amino
asitlerin yilizdesinde paralize olduktan (paralizasyondan) sonra gegen siireye bagl olarak
ortaya cikan degisimler ve Sekil 4.3 — 4.5’de analiz edilen hemolenf 6rneklerine ait bazi

kromatogramlar goriilmektedir.
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Cizelge 4.2°den kontrol grubundaki larvalarin hemolenf orneklerindeki serbest
amino asitlerin ylizde degerlerinin Onemli derecede farkli (p< 0.05) oldugu
goriilmektedir. Kontrol grubunda en yiiksek yiizdeye sahip olan amino asit yiizde 56.67
ile prolin’dir. Prolini, sirasiyla Glutamin+Glisin (17.08), Alanin (7.15), Serin (3.04),
Valin (2.93), Arjinin (2.34), Histidin (2.29), Losin (1.80), Izolosin (1.41), Asparajin
(1.25), Theronin (1.20), Triptofan (0.75), Lizin (0.70), Fenilalanin (0.69), Tirozin (0.46)
ve Metiyonin (0.24) izlemektedir (Cizelge 4.2). Paralizasyondan sonra gecen siireye
bagl olarak paralize olmus larvalarin hemolenfindeki baz1 serbest amino asitlerin yiizde
degerleri arasinda 6nemli (p< 0.05) farkliliklarin oldugu, bu farkliliklarin amino asit
cesidine gore degistigi goriilmektedir (Cizelge 4.2) (Sekil 4.6-4.21). Analizlerde
kullandigimiz prosediir ile kontrol grubu larvalarin hemolenfinde ve incelenen diger
hemolenf orneklerinde, Aspartat, Gulutamat ve Sistein tespit edilemedi. Calismamizda
sistein standardinin tiirevlendirilerek HPLC’ye yiiklenmesi sonucu diger standart amino
asitlerden farkl olarak ii¢ farkli pik ve alikonma zamani gozlendi. Bunlardan hangisinin
sisteine, hangisinin tiirevlerine ait olduguna karar verilemedi. Bu nedenle tesbit
edilemeyen {i¢ amino asit tezimizde degerlendirilmedi.

Konak larvalarinin hemolenfindeki amino asitler, paralizasyondan sonra gecen
siirede, yiizdelerinde ortaya ¢ikan degismelerin 6nemli olup olmadig: dikkate alinarak,
iki grup altinda degerlendirildi. Birinci grupta paralizasyondan sonra miktarlarinda
onemli degisiklikler olan amino asitler, ikinci grupta da miktarlarinda Onemli

degisiklikler olmayan amino asitler ele alindi.

4.2.1.1. Paralizasyondan Sonra Miktarlarinda Onemli Degisiklikler Olan
Amino Asitler

Konak larvalarinda paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak,
hemolenfdeki miktarlarinda onemli degisiklikler olan amino asitler prolin, serin, alanin,
fenil alanin, asparajin ve treonin’dir. Bu amino asitlerin yiizdelerinde tespit edilen
degismeler Sekil 4.6- 4.11 ve Cizelge 4.2 de verilmistir.

Kontrol grubu larvalarinda yiizde 56.67 olarak tespit edilen prolin yiizdesi,
paralizasyondan sonraki altinci saatte yiizde 65.77 oldugu ve daha sonraki saatlerde
prolin yiizdesinin az ¢ok degismeden kaldig: tespit edildi (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.2).

Ayrica Cizelge 4.2°den paralize olan konak larvalarinin hemolenfinde, paralizasyondan
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sonraki her zaman diliminde, prolin yiizdesinin diger amino asitlere oranla daha fazla

oldugu goriilmektedir.

%0 amino asit
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Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.6. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagl olarak konak hemolenfindeki prolin
yiizdesinin degisimi

Paralize olan konak larvalarinda serin yiizdesinin paralizasyondan sonraki ilk 24

saatte hizli bir diislis gosterdigi fakat daha sonra genel olarak arttig: tespit edildi (Sekil

4.7). Kontrol grubu larvalarda yiizde 3.04 olarak tayin edilen serin miktarinin,

paralizasyondan sonraki 24. saatte 1.57’ye diistiigii, daha sonra yavas yavas artarak

paralizasyonun 30. saatinden sonra kontrol grubundaki degerden farksiz (p > 0.05) hale

geldigi goriildii (Cizelge 4.2).
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Kontrol o6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Paralize oldultan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.7. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki serin
yiizdesinin degisimi

Kontrol grubuna gore, paralize olan konak larvalarinda alanin yiizdesi
paralizasyondan sonraki ilk 12 saatte cok hizli bir diisiis oldugu goriildii (Sekil 4.8).
Kontrol grubu larvalarda yiizde 7.15 olarak tayin edilen alanin miktari, paralizasyondan
sonraki 12. saatte 0.61 olarak tespit edildi. Paralize olan konak larvalarinda 18. saatten
sonra alanin miktar1 kiiciikk dalgalanmalar gosterse de genel olarak tekrar yavas yavas

artt1 ve 72. saatte 6.72’ye yiikselis gosterdi (Cizelge 4.2).
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Kontrol 6 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize oldulktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.8. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
alanin ylizdesinin degisimi

Paralizasyonu takiben larvalardaki fenilalanin miktarinda kontrol grubundakilere
gore onemli (p < 0.05) bir artis ortaya ciktigi, artis miktarinin paralizasyon sonrasi
gecen zamana gore farkli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.9). Kontrol
grubu larvalarda yiizde 0.69 olarak tayin edilen fenilalanin miktari, paralizasyondan

sonraki 6. saatte 1.88 olarak tespit edildi.
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Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.9. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
fenilalanin yiizdesinin degisimi

Paralize olan konak larvalarindaki asparajin miktarinin paralizasyondan sonra
azaldigi tespit edildi (Sekil 4.10). Kontrol grubu larvalarda yilizde 1.25 olarak tespit
edilen asparajin miktari, paralizasyondan sonraki 6. saatte 0.57’ye, 24, 36 ve 72.
saatlerde sirasiyla 0.70, 0.62 ve 0.80’e azaldig1 goriildii (Cizelge 4.2). Kontrol gurubu
ile paralize olan larvalarin asparajin degerleri arasinda 6nemli bir fark olsa da (p < 0.05)
paralizasyondan sonra gecen siiredeki asparajin degerleri arasinda onemli bir fark

goriilmedi (p > 0.05) (Cizelge 4.2).
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Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.10. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
asparajin yiizdesinin degisimi

Paralize olduktan sonra gecen siireye bagli olarak genellikle treonin miktarinda
onemli bir degisiklik ortaya cikmadi, sadece paralizasyondan sonraki 36. saatte nedeni
tam anlasilmayan anormal bir artis meydana geldi. Paralizasyondan sonraki 36. saat
degeri ile diger degerler arasindaki farklar 6nemlidir (P < 0.05) (Sekil 4.11 ve Cizelge
4.2).

oo
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Paralize oldultan sonra gecen siire (saat)

Kontrol ©

Sekil 4.11. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki

treonin yiizdesinin degisimi

4.2.1.2. Paralizasyondan Sonra Miktarlarinda Onemli Degisiklikler
Olmayan Amino Asitler

Konak larvalarinda paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak,
hemolenfdeki miktarlarinda onemli degisiklikler olmayan amino asitler valin, 16sin,
izolosin, histidin, triptofan, lizin, tirozin, metiyonin, arjinin ve glisin+glutamindir. Sekil

4.12- 4.21 ve Cizelge 4.2 de bu amino asitlerin yiizdelerinde tespit edilen degismeler
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verilmigtir. Sekil 4.12- 4.21 ve Cizelge 4.2°den, paralize olduktan sonra gecen siireye
bagh olarak konak larvalarinda bu amino asitlerin her birinin miktarinda kendi kontrol
gruplarina gore, bazi farkliliklarin ortaya ciktigi, fakat bu farkliliklarin 6nemsiz (p >
0.05) oldugu goriilmektedir.

Valin yiizdesinde paralizasyondan 72 saat sonrasina kadar bir artisin ortaya
ciktifi ve bu artisin en fazla paralizasyondan alt1 saat sonra meydana geldigi tespit
edildi (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.2). Kontrol grubunda 2.93 olan valin yiizdesi
paralizasyondan alt1 saat sonra 4.45 oldu. Altinci saatten sonra valin miktarindaki
degismeler altinci saat degerinden daha az oldu. Kontrol grubuna gore paralizasyondan
sonra gecen siireye bagli olarak valin miktarlarinda ortaya ¢ikan fakliliklar 6nemsizdir

(p > 0.05).

9% amino asit

Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.12. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
valin ylizdesinin degisimi

Paralizasyondan sonra 16sin yiizdesinde tespit edilen degismeler Sekil 4.13 ve
Cizelge 4.2°de verilmektedir. Sekil 4.13 ve cizelge 4.2’den paralizasyondan 72 saat
sonrasina kadar kontrol grubuna gore énemsiz de olsa (p > 0.05) 16sin yiizdesinde bir
artis oldugu goriilmektedir. Bu artis paralizasyondan sonraki ilk 12 saatte daha az, fakat
paralizasyondan sonraki 24. saatten itibaren daha fazla oldugu belirlendi. Kontrol
grubunda 1.80 olan 16sin yiizdesi paralizasyondan sonraki 12, 24 ve 72. saatlerde sirasi
ile 2.86, 3.19 ve 3.12 olarak tespit edildi. Paralizasyondan sonraki 16sin miktarlar

arasinda goriilen fakliliklar 6nemsizdir (p > 0.05).
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9% amino asit

Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.13. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
16sin yiizdesinin degisimi

Paralizasyondan sonra gecgen siireye bagli olarak izoldsin yiizdelerinde tespit
edilen degismeler Sekil 4.14 ve Cizelge 4.2 de verilmektedir. Izolésin miktarinin
paralizasyondan 24 saat sonra arttigi goriildii. Kontrol grubunda 1.41 olan izol6sin
yiizdesi paralizasyondan sonraki 6. ve 12. saatlerde siras1 ile 1.91 ve 1.92 iken,
paralizasyondan sonraki 24. saatte 2.50 olmus ve 72 saat boyunca yaklasik olarak bu
degerini korudu. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagl olarak izolosin miktarinda

bir artis olsa da kontrol grubuna gore bu artis 6nemsizdir (p > 0.05).
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Kontrol 6 12 18 24 30 30 42 48 54 60 515} 72
Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.14. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
izolosin yiizdesinin degisimi

Paralizasyon hemolenfteki histidin yiizdesinde ©nemli bir degisiklik ortaya
cikarmadi (p > 0.05). Kontrol grubunda 2.29 olan histidin yiizdesi, paralizasyondan 12,
24 ve 48 saat sonra sirast ile 2.24, 2.68 ve 2.66 olarak tespit edildi. Paralizasyondan 72
saat sonra histidin miktar1 biraz diismiis gibi goriinse de bu diisiis 6nemli degildir (p >

0.05) (Sekil 4.15 ve Cizelge 4.2).
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Paralize oldultan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.15. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
histidin yiizdesinin degisimi

Kontrol grubunda 0.75 olan triptofan yiizdesinin, paralizasyondan 12, 24 ve 48
saat sonra sirasi ile 0.87, 0.86 ve 0.81 oldugu, bu degerler arasinda 6nemli bir farkin
olmadig1 (p > 0.05) belirlendi. Paralizasyonun 60. saatinden sonra triptofan miktarinda
biraz artig varmig gibi goriinse de bu artisin da dnemsiz oldugu ve triptofan yiizdesinde
paralizasyondan sonra gecen zamana bagli olarak onemli farklilik ortaya ¢ikmadigi

tespit edildi (Sekil 4.16 ve Cizelge 4.2).
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Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.16. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
triptofan yiizdesinin degisimi

Galleria mellonella kontrol grubu larvalarinin hemolenfinde 0.70 olarak tayin
edilen lizin yiizdesi paralizasyondan 12, 24 ve 48 saat sonra sirast ile 0.91, 0.88 ve 0.81
olarak belirlendi (Sekil 4.17 ve Cizelge 4.2). Paralizasyonun 54. saatinden sonra lizin
miktar1 biraz diismiis gibi goriinse de bu diisiisiin onemli olmadig1 ve paralizasyondan
sonra gecen siireye baglh olarak lizin miktarinda ortaya ¢ikan fakliliklarin énemsiz (p >

0.05) oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2).
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Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)
Sekil 4.17. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagl olarak konak hemolenfindeki lizin
yiizdesinin degisimi
Paralizasyon tirozin yiizdesinde de onemli bir degisiklik ortaya ¢ikarmadi (Sekil
4.18 ve Cizelge 4.2). Kontrol grubunda 0.46 olan tirozin yiizdesi paralizasyondan 12, 24
ve 48 saat sonra sirast ile 0.69, 0.66 ve 0.65 olarak belirlendi. Paralizasyonun 36. ve 72.
saatlerinde siras1 ile 1.07 ve 1.22 olarak tespit edilen tirozin yiizdelerinde bir artis
goriilse de bunun 6nemli bir artis olmadig1 ve paralizasyondan sonra gegen siirelerde
tirozin miktarinda ortaya c¢ikan fakliliklarin 6nemsiz oldugu goriillmektedir (p > 0.05)
(Cizelge 4.2).

.

%% amino asit

Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Paralize oldultan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.18. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
tirozin yiizdesinin degisimi

Metiyonin miktarinda paralizasyon sonrast gecen zamana bagl olarak ortaya
cikan degismeler Sekil 4.19 ve Cizelge 4.2’de verilmektedir. Kontrol grubunda 0.24
olan metiyonin ylizdesi paralizasyondan 12, 24 ve 48 saat sonra sirast ile 0.33, 0.32 ve
0.39 olarak tespit edildi. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak metiyonin
miktarlarinda tespit edilen bu degerler arasindaki fakhiliklarin onemsiz (p > 0.05)

oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2).
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24 30 30 42 48 54 60 66 72
Paralize oldultan sonra ge¢en sire (saat)

Kontrol o6 12

Sekil 4.19. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
metiyonin yiizdesinin degisimi

Paralize olan G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki arjinin miktarinin
paralizasyondan 48 saat sonra diismeye basladig goriildii (Sekil 4.20 ve Cizelge 4.2).
Kontrol grubunda 2.34 olan arjinin yiizdesi paralizasyondan 48 Oncesine kadar biiyiik
bir degisiklik gostermedi fakat 48. saatte 1.65’e, 72. Saatte 1.48’e diistii. Ik bakista
kontrol grubunun arjinin degeri ile paralize olan konak larvalarinin arjinin degerleri

arasinda fark var gibi goriiliiyorsa da bu farkliliklar 6nemsizdir (p > 0.05) (Cizelge 4.2).

% amino asit

Kontrol 6 12 18 24 30 30 42 48 54 60 515} 72
Paralize oldultan sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.20. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
arjinin yiizdesinin degisimi

Kullanilan kromatografik prosediir gulutamin (Gln) ve glisin (Gls)’in
yiizdelerini ayr1 ayr1 degerlendirme olanagi vermedigi icin, bu iki amino asitin paralize
olan ve olmayan konak larvalariin hemolenfindeki toplam yiizdesi Gln+Gly seklinde
tek yiizde olarak verilmektedir (Sekil 4.21 ve Cizelge 4.2). Cizelge 4.2’den kontrol
grubunda 17.08 olan GIn+Gly toplam yiizdesinin paralize olan konak larvalarinda bir

miktar diistiigii, fakat bu diisiisiin 6nemsiz oldugu (p > 0.05), ayrica paralize olduktan
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sonra gecen siireye gore hemolenfteki toplam Gln+Gly yiizdeleri farkli olsa da bu

farklarin dnemli olmadig: (p > 0.05) goriilmektedir (Cizelge 4.2).

9% amino asit

Kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)
Sekil 4.21. Paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
toplam glutamin+glisin yiizdesinin degisimi
4.2.2. Toplam Protein Analizi Ile Ilgili Bulgular
Parazitoit B. hebetor tarafindan sadece paralize edilen, konak G. mellonella
larvalarinin ~ hemolenfindeki  toplam  protein  miktarinda paralize olduktan

(paralizasyondan) 72 saat sonrasina kadar ortaya c¢ikan degisimler Sekil 4.22°de

verilmistir.
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kontrol 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Paralize olduktan sonra gecen siire (saat)
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Sekil 4.22. Paralizasyondan sonra gegen siireye bagli olarak G. mellonella
hemolenfindeki toplam protein miktarindaki degisimler

Sekil 4.22°den paralizasyondan sonra 18. saat itibariyle konak hemolenfindeki
toplam protein miktarinda artis oldugu, fakat bu artisin istatiksel olarak 6nemsiz (p >

0.05) oldugu tespit edildi. Kontrol grubuna ait hemolenf orneklerinde toplam protein
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miktart 146.26 mg/mL iken, paralizasyondan 72 saat sonra alinan hemolenf

orneklerinde tespit edilen toplam protein miktar: 195.35 mg/mL oldu.

4.3. Parazitlenmis ve Uzerinde Parazitoit Larvalar1 Gelisen Konaklardan

Alman Hemolenf Orneklerine Ait Bulgular

4.3.1. Amino Asit Analizi ile Tlgili Bulgular

Materyal ve metotta belirtilen sekilde parazitlenen ve {iizerlerinde parazitoit
larvalar1 bulunduran konak larvalarindan (P2) 24 saat ara ile 72 saat boyunca alinan
hemolenf Orneklerindeki serbest amino asitlerin miktarinda tespit edilen degisiklikler
Cizelge 4.3’de, hemolenf Orneklerine ait kromatogramlar Sekil 4.23-4.25’de
verilmektedir. Konak larvalarinin hemolenfindeki amino asitler, parazitlendikten sonra
gecen siireye bagl olarak yiizdelerinde ortaya ¢ikan degismelerin dnemli olup olmadigi
dikkate alinarak, iki grup altinda degerlendirildi. Birinci grupta parazitlendikten sonra
miktarlarinda 6nemli degisiklikler olan amino asitler, ikinci grupta da miktarlarinda
onemli degisiklikler olmayan amino asitler ele alindi.

4.3.1.1. Parazitlendikten Sonra Miktarlarinda Onemli Degisiklikler Olan
Amino Asitler

Konak larvalarinda parazitlendikten sonra gecen siireye baglhi olarak
miktarlarinda 6nemli degisiklikler olan amino asitler prolin, glisin+gulutamin, arjinin,
asparajin, lizin, fenil alanin ve tirozin’ dir. Sekil 4.26- 4.32 ve Cizelge 4.3 den, kontrol
grubuna gore, parazitlenen konak larvalarindaki bu amino asitlerin her birinin
miktarinda degisik degerlerde de olsa, parazitlendikten sonra gegen siireye bagli olarak
farkliliklar ortaya ¢iktig1 ve bu farkliliklarin 6nemli (p < 0.05) oldugu goriilmektedir.
Sekil 4.26 ve Cizelge 4.3’den, kontrol grubuna gore, parazitlenen konak larvalarindaki
prolin yiizdesinde énemli (p < 0.05) bir artisin meydana geldigi, bu artisin parazitlenme
sonrast gecen zamana goOre degistigi, buna karsilik parazitlendikten sonra gecen
siirelerdeki toplam prolin yiizdeleri arasinda 6nemli bir farkin olmadig1 goriilmektedir.
Kontrol grubu larvalarinda yiizde 56.67 olarak tespit edilen prolin yiizdesi,
parazitlendikten sonraki 24. saatte ylizde 66.81, 48 ve 72. saatlerde siras1 ile 69.51 ve
64.77 olarak tespit edildi (Cizelge 4.3). Ayrica Cizelge 4.3’den parazitlenen konak
larvalarinin  hemolenfinde, parazitlenmeden sonraki her zaman diliminde, prolin

yiizdesinin diger amino asitlere oranla daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. Parazitlendikten sonra gecen
hemolenfinde serbest amino asitlerin yiizde degerleri

siireye bagli olarak G. mellonella

Amino asitler

% Amino asit (Ort=SH)

Parazitlendikten sonra gecen siire (Saat)

Kontrol 24 48 72

Asn 1.25+0.07 0.78+0.06 0.77+0.03 1.04+0.13
A B B AB

Ser 3.04+0.33 2.57+0.13 2.44+0.46 3.26+0.07
A A A A

Gln+Gly 17.08+1.82 7.98+0.45 8.41+0.69 8.66+0.36
A B B B

His 2.29+0.45 1.70+0.12 1.51+0.18 1.52+0.02
A A A A

Thr 1.20+0.43 1.61+0.13 0.98+0.05 1.19+0.15
A A A A

Arg 2.34+0.30 1.33+0.14 1.25+0.14 1.26+0.13
A B B B

Ala 7.15+1.06 5.49+0.07 4.35+0.36 5.57+0.72
A A A A

Pro 56.67+1.24 66.81+1.96 69.51+2.13 64.77+0.61
B A A A

Try 0.46+0.22 1.37+0.17 1.05+0.09 1.64+0.18
B A AB A

Val 2.93+0.41 3.15+0.36 3.16+0.14 3.3340.15
A A A A

Met 0.24+0.05 0.33+0.01 0.25+0.08 0.29+0.08
A A A A

Ile 1.41+0.16 2.11+0.33 1.90+0.15 2.2240.08
A A A A

Leu 1.80+0.30 2.79+0.40 2.26+0.29 2.91+0.09
A A A A

Phe 0.69+0.14 0.97+0.05 1.160.07 1.33+0.11
B AB A A

Trp 0.750.06 0.70+0.06 0.59+0.12 0.65+0.02
A A A A

Lys 0.70+0.15 0.32+0.03 0.39+0.04 0.37+£0.02
A B AB AB

Ayni satirda ayn biiytik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemsizdir p>0.05
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9% amino asit
et
(=]
1

O T T T

Kontrol ) 24 48
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.26. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
prolin yiizdesinin degisimi

Paralize olan konak larvalarinda belirtilen nedenden dolayi, parazitlenen konak
larvalarinda da glutamin (Gln) ve glisin (Gly)’in ytizdeleri, Gln+Gly seklinde tek yiizde
olarak verilmektedir (Sekil 4.27 ve Cizelge 4.3). Cizelge 4.3’den parazitlenen konak
larvalarinda kontrol grubuna gore Gln+Gly toplam yiizdesinin onemli derecede diistiigii
ve bu diisiisiin onemli (p < 0.05) oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu larvalarda 17.08
olan GIn+Gly toplam yiizdesinin parazitlenmeden sonraki 24. ve 72. saatlerde sirasiyla
7.98 ve 8.66’ya diistiigi belirlendi. Buna karsilik parazitlendikten sonra gecen
siirelerdeki toplam GIn+Gly yiizdeleri arasinda o©nemli bir farkin olmadig

goriilmektedir (Cizelge 4.3).

9% amino asit
[#a)
1

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.27. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
glutamin+glisin yiizdesinin degisimi

Hemolenfteki arjinin miktarinin, konak larvalar1 parazitlendikten sonra kontrol
grubuna gore onemli (p < 0.05) derecede diistiigli goriilmektedir (Sekil 4.28 ve Cizelge

4.3). Kontrol grubunda 2.34 olan arjinin yiizdesi parazitlendikten 24 ve 72 saat sonra
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sirastyla 1.33 ve 1.26’ya diistii. Fakat parazitlendikten sonraki hemolenf arjinin

degerleri arasinda onemli bir fark yoktur (p > 0.05) (Cizelge 4.3).

9% amino asit

O T T T

Kontrol ) 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.28. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
arjinin ylizdesinin degisimi

Parazitlenmis olan G. mellonella larvalarmin hemolenfindeki asparajin
miktarinin 6nemli derecede degisim gosterdigi goriilmektedir. Hemolenfindeki
asparajin miktarinin parazitlendikten sonraki ilk 48 saat icinde kontrol grubuna gore
onemli (p < 0.05) derecede diistiigii daha sonra yiikseldigi, fakat parazitlendikten
sonraki hemolenf arjinin degerleri arasinda 6nemli bir farkin olmadig (p > 0.05)

goriilmektedir ( Sekil 4.29 ve Cizelge 4.3).

9% amino asit
=]
=)
1

Kontrol 24 48
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.29. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
asparajin yiizdesinin degisimi

Sekil 4.30 ve Cizelge 4.3’den, kontrol grubuna gore, parazitlenen konak

larvalarindaki lizin yiizdesinde 6nemli (p < 0.05) bir diisiis meydana geldigi, buna
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karsilik parazitlendikten sonraki hemolenf lizin degerleri arasinda 6nemli bir farkin (p >
0.05) olmadig1 goriilmektedir. Kontrol grubu larvalarinda yiizde 0.70 olarak tespit
edilen lizin yiizdesi, parazitlendikten sonraki 24. saatte yiizde 0.32, 48 ve 72. saatlerde

strasi ile 0.39 ve 0.37 olarak belirlendi (Cizelge 4.3).

9% amino asit
(=]
.
Il

O T T

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.30. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagl olarak konak hemolenfindeki lizin
yiizdesinin degisimi

Fenilalanin miktarinin parazitlenmis larvalarinin hemolenfinde kontrol grubuna
gore artis gosterdigi (Sekil 4.31 ve Cizelge 4.3), 24 saatlik grupta gozlenen artisin
onemsiz (p > 0.05), 48 ve 72 saatlerdeki artisin ise 6nemli (p < 0.05) oldugu tespit
edildi. Buna karsilik parazitlendikten sonraki hemolenf fenilalanin degerleri arasinda

onemli bir farkin olmadig goriilmektedir (Cizelge 4.3).

—
=)}
]

9% amino asit
(=]
()
1

0 T T

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.31. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
fenilalanin yiizdesinin degisimi

Kontrol grubu larvalarinda yiizde 0.46 olarak belirlenen tirozin yiizdesi,
parazitlendikten sonraki 24. saatte yiizde 1.37, 48 ve 72. saatlerde siras1 ile 1.05 ve 1.64
oldugu goriildii (Cizelge 4.3). Bu degerler bize konak larvalarinin hemolenfindeki

tirozin miktarinin parazitlendikten sonra gecen siireye bagl olarak kontrol grubuna gore
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onemli (p < 0.05) derecede arttigini, buna karsilik parazitlendikten sonraki hemolenf
degerleri arasinda onemli bir farkin olmadigin1 gostermektedir (Sekil 4.32 ve Cizelge

4.3).

w19
1

s

9% amino asit
[ B O RN
1

o2
o ko
|

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.32. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagl olarak konak hemolenfindeki
tirozin yiizdesinin degisimi

4.3.1.2. Parazitlendikten Sonra Miktarlarmda Onemli Degisiklikler
Olmayan Amino Asitler

Konak larvalarimin hemolenfinde parazitlendikten sonra gecen siireye bagh
olarak miktarlarinda 6nemli degisiklikler olmayan amino asitler valin, histidin, 16sin,
izolosin, triptofan, metiyonin, alanin, serin ve treonin’dir. Bu amino asitlerin her birinin
yiizdelerinde tespit edilen degismeler Sekil 4.33- 4.41 ve Cizelge 4.2’de verilmektedir.
Verilen cizelge ve sekillerden bu amino asitlerin degerlerinde kontrol gruplarina gore
onemsiz (p > 0.05) de olsa parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak
farkliliklarin ortaya c¢iktig1 goriilmektedir.

Sekil 4.33 ve Cizelge 4.3” den parazitlendikten sonraki hemolenf 6rneklerindeki
valin yiizdesinde kontrol grubuna gore bir artis goriilse de, bu artisin istatistiksel olarak
onemli olmadig1 (p > 0.05) goriilmektedir. Kontrol grubunda 2.93 olan valin yiizdesi
parazitlendikten 24 saat sonra 3.15 oldu. Parazitlendikten sonra 48. ve 72. saatlerde

alinan hemolenf orneklerinde valin ylizdeleri sirasiyla 3.16 ve 3.33 olarak tespit edildi.
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9% amino asit

O T T T

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.33. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
valin ylizdesinin degisimi

Parazitlenmis G. mellonella larvalarinin hemolenfinde bulunan histidin
yiizdelerinin kontrol grubuyla karsilastirnlmast Sekil 4.34 ve Cizelge 4.3° de
verilmektedir. Verilen sekil ve cizelgeden goriilecegi gibi parazitlendikten sonra kontrol
grubuna gore histidin miktarinda bir diisiis gézlenmisse de, istatistiksel agidan bu diisme
onemli degildir (p > 0.05). Ayrica parazitlendikten sonra gecen siireye bagl olarak

histidin miktarinda onemli bir fark (p > 0.05) goriilmedi.

9% amino asit

0 T T T

Kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.34. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
histidin yiizdesinin degisimi

Parazitlendikten sonra l6sin yiizdesinde tespit edilen degismeler Sekil 4.35 ve
Cizelge 4.3’ de verilmektedir. Goriildiigii gibi parazitlendikten sonra kontrol grubuna
gore dnemsiz de olsa (p > 0.05) 16sin yiizdesinde bir artig oldu. Kontrol grubunda 1.80
olan 16sin yiizdesi parazitlendikten sonraki 24. 48. ve 72. saatlerde siras1 ile 2.79, 2.26
ve 2.91 olarak tespit edildi. Parazitlendikten sonra gegen siireye bagli olarak 16sin

miktarlar1 arasinda ortaya ¢ikan farkliliklar onemsizdir (p > 0.05).
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9% amino asit
—
N
1

Kontrol 24 48
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.35. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki 16sin
yiizdesinin degisimi

Hemolenfdeki izol6sin yiizdesi parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak
bir degisim gosterdi (Sekil 4.36 ve Cizelge 4.3). Kontrol grubunda 1.41 olan izoldsin
yiizdesi parazitlendikten sonraki 24. ve 48. saatlerde siras1 ile 2.11 ve 1.90 iken,
parazitlendikten sonraki 72. saatte 2.22 oldu. Parazitlendikten sonra izoldsin miktarinda

kontrol grubuna gore ortaya ¢ikan bu artig onemsizdir (p > 0.05).

%% amino asit

Kontrol ) 24 48
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.36. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
1zol0sin yiizdesinin degisimi

Hemolenfdeki triptofan miktari, parazitlenme sonrasi gecen zamana bagli olarak
onemli bir degisiklik gostermedi (Sekil 4.37 ve Cizelge 4.3). Kontrol grubunda 0.75
olan triptofan yiizdesi, parazitlendikten 24, 48 ve 72 saat sonra sirasi ile 0.70, 0.59 ve
0.65 olarak tespit edildi. Belirtilen triptofan miktarlari arasinda dnemli bir fark yoktur (p
> 0.05) (Cizelge 4.3).
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0.9 ~
0.8 A
0.7 A
0.6 4
0.5 4

% amino asit
o2
w R
1 1

e @
Lol B}
1 1

(=)

Kontrol 24 48
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.37. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
triptofan yiizdesinin degisimi

Kontrol grubu konak larvalarinin hemolenfinde 0.24 olarak tespit edilen
metiyonin ylizdesi parazitlendikten 24, 48 ve 72 saat sonra sirasi ile 0.33, 0.25 ve 0.29
olarak belirlenmis ve bu degerler arasinda 6nemli bir fark bulunamadi (p > 0.05) (Sekil

4.38 ve Cizelge 4.3).

0.4 ~
0.35 A
0.3 +
0.25 A

2

I

0.15 A

e
—
1

9% amino asit

0,05 -

Kontrol o 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.38. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
metiyonin yiizdesinin degisimi

Parazitlendikten sonra konak larvalarinin hemolenfindeki alanin yiizdesinde
kontrol grubuna gore bir diisme ortaya ¢ikti. Kontrol grubunda 7.15 olan alanin yiizdesi
parazitlendikten sonraki 24. ve 48. saatlerde sirasi ile 5.49 ve 4.35 iken, parazitlendikten
sonraki 72. saatte 5.57’ye diistii (Sekil 4.39 ve Cizelge 4.3). Parazitlendikten sonra

gecen siireye bagl olarak alanin miktar1 arasinda tespit edilen farkliliklar 6nemsizdir (p

> 0.05) (Cizelge 4.3).
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9% amino asit
== T O T UV SO T o
1

Kontrol 24 48
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.39. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak konak hemolenfindeki
alanin ylizdesinin degisimi

Parazitlenmis G. mellonella larvalarinin hemolenfinde parazitlenme sonrasi
gecen zamana bagl olarak serin ve treonin yiizdelerinde énemli bir degisiklik ortaya
cikmadi (Sekil 4.40-41 ve Cizelge 4.3). Kontrol grubunda 3.04 olan serin yiizdesi,
parazitlendikten 24, 48 ve 72 saat sonra sirasi ile 2.57, 2.44 ve 3.26 olarak tespit edildi
(Cizelge 4.3). Kontrol grubunda 1.20 olan theronin yiizdesi de parazitlendikten sonraki
24. saatte 1.61, 48. ve 72. saatlerde sirasiyla 0.98 ve 1.19 olarak belirlendi. Kontrol
gruplarina gore parazitlendikten sonra gecen siireye bagli olarak serin ve theronin

miktarlari arasinda tespit edilen farkliliklar 6nemsizdir (p > 0.05) (Cizelge 4.3).

o
A
1

h = Lh 2 h W Lh

[

% amino asit
—

e

o

Kontrol 24 48
Parazitlendikten sonra gecen sire (saat)

Sekil 4.40. Parazitlendikten sonra gegen siireye bagl olarak konak hemolenfindeki serin
yiizdesinin degisimi
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— = = =

=i ko
1

9% amino asit

=== i ]

= RN
1

Kontrol ) 24 48
Parazitlendikten sonra gecen siire (saat)

Sekil 4.41. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagh olarak konak hemolenfindeki
theronin yiizdesinin degisimi

4.3.2. Toplam Protein Analizi Ile Ilgili Bulgular
Parazitoit B. hebetor tarafindan parazitlenmis ve lizerinde parazitoit larvalari
gelisen konak larvalarinin hemolenfindeki toplam protein miktarinda 72 saat boyunca

meydana gelen degisimlerle ilgili sonuglar Sekil 4.42° de verilmistir.

=
=
]

170,40

146,27

=
=
1

e e i
e
<
1

Toplam protein miktar1 (ing/ml)
13 = o
o o o o O
1 1 1 1 1

(=

kontrol 24 48 72
Parazitlendikten sonra gecen siire (gaat)

Sekil 4.42. Parazitlendikten sonra gecen siireye bagl olarak G. mellonella larvalarinin
hemolenfindeki toplam protein miktarindaki degisimler

Sekil 4.42°de kontrol grubu larvalarinda 146.27+4.64 mg/mL olarak belirlenen
toplam protein miktari, parazitlenen larvalarda parazitoit yumurtasinin agilmasindan
sonra artig gostererek parazitlenmeden 24 saat sonra 170.40+4.82 mg/mL, 48 ve 72 saat
sonra sirastyla 165.15+22.50 ve 165.15£22.19 mg/mL olarak belirlendi. Toplam protein

miktarlar1 arasinda ortaya ¢ikan farkliliklar onemsizdir (p > 0.05).
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5. TARTISMA

Bir¢cok organik ve inorganik bilesenleri iceren hemolenf (Florkin ve Jeuniaux,
1964; Mullins, 1985), hiicresel metabolizma i¢in gerekli olan iiriinlerin transportunda,
depolanmasinda ve viicut savunmasi ile ilgili faaliyetlerde onemli rol oynar (Wyatt,
1961). Hemolenfin kimyasal kompozisyonu, tiirler arasinda ve ayn tiirde farkli gelisim
evrelerinde biiytik degisiklik gosterebilir (Malik ve Malik, 2009). Ayni tiirde
hemolenfin kimyasal kompozisyonundaki degisimler, cevre sartlarina karst bocek
viicudundaki morfojenik ve biyokimyasal degisimleri, farkli tiirlerde ise metabolik
farkliliklar1 yansittigindan, hemolenf kimyasindaki degisimlerin tayininin 6nemli bir
arastirma konusu olmaktadir (Malik ve Malik, 2009).

Her nekadar nedeni tam olarak agiklanamamis olsa da, boceklerin hemolenf ve
dokularinda diger hayvanlara gore daha fazla miktarda serbest amino asit bulunur
(Wyatt, 1961; Florkin ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985; Yi ve Adams, 2000; Colinet ve
ark., 2007). Bu durum muhtemelen protein sentezi i¢in fazlasiyla serbest amino asitlere
ihtiya¢ duyulmasindan (Yi ve Adams, 2000; Assar ve ark., 2010), bir dereceye kadar
amino asitlerin tamponlamada (Kutlesa ve Caveney, 2001), osmoregiilasyonda,
osmolalitenin kontroliinde (Atmowidjojo ve ark., 1999; Hazel ve ark., 2003),
detoksifikasyonda (Friedler ve Smith, 1954; Shyamala, 1964; Assar ve ark., 2010),
gelisimde, enerji ve degisik iirlinlerin sentezinde kullanilan cesitli ara metabolitlerin
olusumunda (Colinet ve ark., 2007) is gormesinden kaynaklanabilir. Hemolenfteki
serbest amino asitler, kalitatif ve kantitatif olarak tiire, yasa, gelisim evresine, dokuya ve
eseye bagl olarak degismektedir (Yi ve Adams, 2000).

Yi ve Adams (2000) boceklerin yiiksek protein sentezi gerektiren pup ve ergin
olusum donemlerinde hemolenfte yiiksek konsantrasyonda, buna karsilik diisiik protein
sentezinin gerceklestigi yashilik donemlerinde diisiilk konsantrasyonda serbest amino
asitlere sahip olduklarimi ifade etmislerdir. Assar ve ark. (2010)’na gore birim viicut
agirhigr ya da birim hemolenf hacmindeki her amino asitin miktarindaki degisim ile
ilgili genel bir kural yoktur. Amino asitlerin bir ¢ogu gelisim sirasinda diizenli olarak
azalirken, digerleri gecici bir artis gosterir. Amino asitlerin miktarlarindaki bazi kiiciik
degisimler de sadece beslenme ile ilgili varyasyonlar1 yansitir. Amino asitlerden tirozin
ve prolin miktar1 6zellikle pupa olusumu yaklastig1 sirada siirekli bir artis gosterir. Bu
durumun bu iki amino asitin kutikulun kalinlasmasinda 6nemli rol oynamasindan ve

tirozinin, pup kutikulasini olusturacak larval kiitikiilin kararma ve sertlesmesinde
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gerekli olan polifenollerin ve quinonlarin olusumunda rol oynamasindan kaynaklanmis
olacag ileri siiriilmiistiir (Assar ve ark., 2010).

Amino asitlerden deaminasyon veya transaminasyonlar sonucu olusan alfa-keto
asitler (karbon iskeletleri) Krebs dongiisii ara iiriinlerine doniistiiriilerek 6nemli bir
enerji kaynagi ve diger makromolekiillerin sentezinde 6n madde olarak is goriirler
(Vinson ve Iwantsch, 1980; Yi ve Adams, 2000; Taski ve ark., 2004; Zhao ve Zera,
2006). Amino asitler boceklerde biiylime ve gelisim ic¢in gerekli olan en onemli besin
maddelerindendir (Gelman ve ark., 2000). Degisik islevleri goz Oniine alindig1 zaman
boceklerdeki degisik amino asitlerin miktarlarinin belirli bir diizeyde tutulmasinin
gerekli oldugu anlasilir. Bu faaliyette amino-transferazlarin kontroliinde gerceklesen
cesitli biyokimyasal reaksiyonlar 6nemli rol oynamaktadir (Assar ve ark., 2010).

Bocek hemolenfindeki serbest amino asitlerin miktarlarinda ve c¢esitlerinde
meydana gelen degismeler bocegin fizyolojik durumunu gosteren Onemli
indikatorlerdir. Hemolenf amino asit kompozisyonundaki degisiklikler bocegin, deri
degistirme ve metomorfoz gibi gelisim siiregleriyle iliskili olabilece8i gibi beslenme
ve/veya amino asitleri metabolize etme kabiliyetindeki farkliliklarla da iliskili olabilir
(Cénsoli ve Vinson, 2002). Ornegin, lepidoptera larvalarimin hemolenfindeki ipek
tiretiminde kullanilan amino asitlerin konsantrasyonu pup kozasi i¢in ipek iplikleri
tiretilmeye basladiginda hizla diiser, buna karsilik tirozin konsantrasyonu kabuk
degistirme ve pupa olusumundan Once yiikselir (Florkin ve Jeuniaux, 1964; Tillinghast
ve Townley, 2008).

Hanzal ve Jegorov (1991), G. mellonella ile yaptiklar1 ¢calismada hemolenfteki
degisik amino asitlerin miktarinda larva yasinin 6nemli oldugunu ifade etmislerdir.
Larva yasi arttik¢ca hemolenfteki valin ve GABA miktarinin 6nemli derecede arttigini,
glisin, alanin ve glutaminin miktarinin diistiigiinii, buna karsilik glutamik asit, serin,
asparajin, fenilalanin, 10sin, ornitin ve lizinin miktarinin degismedigini ileri
siirmiislerdir.

Parazitizm bocekler arasindaki onemli bir ikili yasam seklidir. Parazitizm
genellikle konagin besin kaynagi olarak kullanilmasina yardim edecek sekilde konak
kimyasal kompozisyonunda biiyiik degisimlere neden olmaktadir (Doury ve ark., 1997;
Richards ve Edwards, 2001; Consoli ve ark., 2005; Asgari ve Rivers, 2011). Parazitoit
lehine konak biyokimyasinda meydana gelen degisim idiobiyont ve koinobiyont

parazitoitlerde farkli olmaktadir. Parazitoit lehine konak biyokimyasinda meydana gelen
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degisim koinobiyont hayat siirenlerde idiobiyontlara gore daha acgik olarak
goriilmektedir (Quicke ve Shaw, 2004).

Bu ¢alismanin bir boliimiinde B. hebetor tarafindan sadece paralize edilen konak
G. mellonella larvalarindan paralize oluslarindan sonra altisar saat ara ile (paralize
oluslarindan sonraki 72. saate kadar) alinan hemolenf 6rneklerindeki, bir boliimiinde de
paralize olduktan sonra iizerine yumurta birakilan ve parazitoit larva gelisimi baslayan
konak larvalarindan alinan hemolenf 6rneklerindeki amino asitler kalitatif ve kantitatif
olarak, kontrol grubu larvalara ait hemolenf ornekleri ile karsilastirildi (Cizelge 4.2 ve
4.3).

Sadece paralize olan konak larvalarinda hemolenfteki serbest amino asitlerden,
prolin, serin, alanin, fenilalanin, asparajin ve treoninin yiizdelerinin kontrol grubu
larvalara gore 6nemli derecede degistigi (Sekil 4.6-4.11), valin, 16sin, izolosin, histidin,
triptofan, lizin, tirozin, metiyonin, arjinin ve glisin+glutamin yiizdelerinin ise
paralizasyondan etkilenmedigi tespit edildi (Sekil 4.12-4.21).

Buna karsilik paralizasyonu takiben parazitlenen ve iizerinde parazitoit larva
gelisimi baglayan konak larvalarinin hemolenfindeki serbest amino asitlerden prolin,
glisin+glutamin, arjinin, asparajin, lizin, fenilalanin ve tirozin yiizdelerinin kontrol
grubu larvalara gore onemli derecede degistigi (Sekil 4.26-4.32), valin, histidin, 16sin,
izolosin, triptofan, metiyonin, alanin, serin ve treonin yiizdelerinde ise Onemli bir
degisimin ortaya ¢ikmadigi goriilmektedir (Sekil 4.33-4.41).

Paralize olan konak larvalarinda lizin, treonin, arjinin ve glutamin+glisin
miktarlarinda 6nemli bir degisme olmadig1 halde parazitlenenlerde oldu. Ayni sekilde
parazitlenen ve paralize olan konaklarda miktarlar1 degismeyen amino asit c¢esitlerinin
farkli oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.2 ve 4.3). Elde edilen sonuglar paralizasyonun
ve parazitlenmenin konak larvalarinin hemolenfindeki amino asitlerin miktarinda ve
cesidinde degisime neden oldugunu, fakat bu iki olayin etkisinin bir dereceye kadar
farkli oldugunu gostermektedir. Bu fark her iki olaya kars1 konagin tepkisindeki farktan
ve/veya her olay icin ihtiya¢c duyulan amino asitlerin cesit ve miktarimin farkl
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu ¢alismada izlenen prosediir, paralize olan ve
parazitlenen konak larvalari ile kontrol grubunu olusturan larvalarda asparat, glutamat
ve sistein’nin tayinine imkan vermemistir. Bu durum séz konusu amino asitlerin konak
larvalari icin gereksiz oldugu anlamina gelmez. Muhtemelen bu amino asitler metabolik

yolda digerlerinden karsilanmis olabilir. Ayrica sisteinin oksidasyona cok duyarl
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oldugu, dikkatlice secilmis reaksiyon sartlar1 altinda bile rezidiilerinin kolaylikla sistine
okside olabildigi (Horvati ve ark., 2008) goz Oniine alindiginda izlenen prosediirle tayin
edilememesi normal olabilir.

Parazitlenen konaklarin hemolenf amino asit ve protein konsantrasyonunda
meydana gelen degismeler degisik arastiricilar tarafindan ele alinmistir (Bischof ve
Ortel 1996; Doury ve ark., 1997; Rahbé ve ark., 2002; Consoli ve Vinson 2004; Consoli
ve ark., 2005; Richards ve ark. 2005).

Bischof ve Ortel (1996) G. liparidis tarafindan parazitlenen L. dispar
larvalarimin viicut dokularinda toplam protein miktarinin diistiigiinii, hemolenfdeki
toplam protein konsantrasyonunun yaklagik olarak iki katina ¢iktigini fakat toplam
amino asit miktarinin distiigiinii belirtmislerdir. Bu arastiricilar, parazitlenmemis ve
parazitlenmis L. dispar larvalarinin hemolenfinde 10 tanesi esansiyel ve 6 tanesi
esansiyel olmayan 16 serbest amino asit tayin etmislerdir. Parazitlenmis bireylerde
toplam amino asit miktarinda azalma olmasina ragmen, serbest amino asitler tek tek ele
alindiginda parazitlenmenin etkisinin degisebildigi goriilmiistiir. Toplam amino asit
konsantrasyonunun %50 ve %60’indan daha fazlasin1 kapsayan 4 amino asitten alanin
ve histidinin miktar1 parazitlemeye bagl olarak onemli bir degisme gostermemis, buna
karsilik sistein ve valin konsantrasyonu parazitlenmis larvalarda Onemli Olciide
azalmistir. Parazitlenmemis olanlara gore parazitlenmis larvalarda, daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunan serbest amino asitlerin bazilar1 (izol6sin, ornitin, asparajin
ve glutamin) ise artmistir (Bischof ve Ortel, 1996).

Toxoneuron nigriceps’in embriyonik gelisimi boyunca konak H. virescens
hemolenfindeki toplam serbest amino asit miktarini etkiledigi tayin edilmistir (Consoli
ve Vinson, 2004). Serbest amino asitlerden lizin, valin, treonin, arjinin, asparajin,
izolosin ve fenilalanin, parazitlenmeden iki saat sonra onemli derecede azaldigi igin,
parazitlenmis konaktaki toplam amino asit konsantrasyonu diigmiistiir. Buna karsilik
parazitoidin embriyonik gelisimi ilerledik¢e, parazitlenmis konaklarin hemolenfindeki
amino asit konsantrasyonu artmistir. Parazitoidin tiim embriyonik gelisimi boyunca
amino asit miktarlar1 karsilagtirlldiginda parazitlenmeden sonraki ilk 10-12 saatlerde
konagin hemolenfindeki prolin, glisin, serin, histidin ve asparajinin arttig1, treoninin ise
azaldig1 gézlenmistir (Consoli ve Vinson, 2004).

Konaklar iizerinde gelisen parazitoit larvalarinin, beslenmeleri sirasinda

agizlarindan salgiladiklar1 sindirimle ilgili proteazlar ve/veya norotoksik ya da
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sitotoksik larval sekresyonlariyla konaklarinda biyokimyasal ve fizyolojik degisimlere
neden olduklari tayin edilmistir (Doury ve ark., 1997).

Vinson (1990) parazitoit larvalarinin beslenmesi sirasinda konakta ortaya c¢ikan
savunma faaliyetlerine bagli olarak konak metabolizmanin degismesi sonucu,
hemolenfdeki c¢esitli besin maddelerinin miktar ve ¢esidinde degisiklik ortaya ciktigini,
Consoli ve ark. (2005) da parazitlenmis konaklarin hemolenfindeki serbest amino asit
ve protein seviyelerinin degismesinin, gelisen parazitoit i¢cin konak uygunlugunu
artirmaya yonelik bir strateji olabilecegini ifade etmislerdir.

Bracon hebetor ile yaptigimiz bu ¢alismamizda paralizasyon ve parazitlenmenin
konak hemolenfindeki serbest amino asitlerin her birinin miktar ve cesidine olan
etkisinin bir dereceye kadar farkli oldugunu gostermistir. Paralizasyon bazi amino
asitlerin miktarinda degisime neden olmazken parazitlenme neden olabilmektedir. Bu
durum her iki olaymn konak metabolizmasinda ortaya cikardigi etkilerin farkli
olmasindan ileri gelebilir. Hemolenfteki degisik amino asitlerin miktar ve cesidinde
ortaya c¢ikan degismeler konak tiiriine, konagin evresine, konagi parazitleyen tiire,
parazitlendikten sonra gecen zamana bagli oldugundan (Chen, 1966; Mullins, 1985;
Hanzal ve Jegorov, 1991; Gillott, 2005) elde edilen sonuglar diger arastiricilarin
sonuclarina zithik gostermemektedir.

Rahbé ve ark. (2002) Aphidius ervi Haliday (Hymenoptera: Braconidae)
tarafindan parazitlenen Acyrthosiphon pisum (Harris) (Homoptera, Aphididae)’da
toplam serbest amino asit miktarinin parazitlenmemis olanlara gore onemli derecede
arttigini, belirlenen 28 amino asitten 10 tanesinin (Try, Glu, Gln, X, Asn, GABA, Asp,
Petn, Arg, Trp) miktarinin parazitizmden etkilendigini, parazitizmden en fazla etkilenen
amino asitin tirozin oldugunu tayin etmislerdir. Calismamizda kontrol grubuna gore
paralizasyondan en fazla etkilenen amino asitin alanin ve parazitizmden en fazla
etkilenen amino asitin tirozin oldugu tespit edildi. Iki farkli konakta ayn1 amino asitin
parazitizmden en fazla etkilenen amino asit olmasi tiirler arasi metabolik iliskilerde
ortak yollarin bulundugunu gostermesi agisindan 6nemli olabilir.

5.1. Paralizasyon ve parazitlenmenin konak hemolenfindeki serbest amino
asitler iizerine etkisi

Farkli takimlara ait bircok bocek tiiriinde, arjinin, histidin, izolosin, 10sin,

metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan ve valin esansiyel amino asitlerdir (Nation,
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2002). Esansiyel amino asitlerin, esansiyel olmayan amino asitlere orani tiirlere gore
degismektedir (Simmons, 1960). Bracon hebetor ile yapilan bu ¢alismamizda esansiyel
olmayan amino asitlerin esansiyel amino asitlerden daha yiiksek konsantrasyonda
bulunmasi dikkat cekmektedir. Simmons (1960) Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophilidae) larvalariyla yaptig1 calismada boceklerde genellikle esansiyel olmayan
amino asitlerin esansiyel amino asitlerden daha yiiksek konsantrasyonda bulundugunu
ifade etmistir. Bu sonuc¢ bulgularimizla paralellik gostermektedir. Calismamizda
belirlenen 17 amino asitten esansiyel olmayan prolin (%56.67), glutamin+glisin
(%17.08), alanin (%7.15) ve serin (%3.04) yiizdelerinin diger amino asitlere gére daha
fazla bulunduklar tayin edildi. Degisik arastiricilar tarafindan endopterigotlarda
aspartat, asparajin, fenilalanin, 16sin ve izol6sinin genellikle diisiik degerlerde, glutamik
asit+glutamin ve prolinin ise daha yiiksek degerde bulundugu ifade edilmistir (Florkin
ve Jeuniaux, 1964; Mullins, 1985; Yi ve Adams, 2000).

Crailsheim ve Leonhard (1997)’1m isci bal aris1 Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae), Yi ve Adams (2000)’in Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae), Pennington ve ark. (2003)’nin Aedes aegypti (Culicidae: Diptera),
Renault ve ark. (2006)’ nin Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae), Consoli
ve Vinson (2002)’nin yeni kanadini kaybetmis Solenopsis invicta (Hymenoptera:
Formicidae) kraligcelerinin hemolenfi ile yaptiklar1 ¢caligmalarda prolinin hemolenfte en
fazla bulunan amino asit oldugu ortaya konulmustur. Bu bulgular bizim sonuclarimiza
uygunluk gostermektedir. Consoli ve Vinson (2002) S. invicta erkeklerinin prolini
ucmada enerji kaynagi, disilerin kanatlarin1 kaybetmelerinden sonra vitelliis iiretimi i¢in
kullanabildiklerini ileri siirmiislerdir.

Parazitoit B. hebetor disilerinin hem konak hemolenfinden yararlanmak hem de
konag1 fel¢ edip iizerine yumurta birakmak icin ovipozitorleri ile konak larvasinin
derisini delerek larvaya zehir enjekte ettikleri bilinmektedir (Dweck ve ark., 2008).
Quistad ve ark. (1994) B. hebetor zehirinin, konak G.mellonella’da oldukg¢a yavas etki
gosterdigini, zehirin enjekte edilmesinden sadece birkac dakika sonra konakda yumusak
bir paralizasyonun meydana geldigini ve yaklasik 20 saatte paralizasyonun maksimum
diizeye ciktigin1 bu sirada konagin kalp ve bagirsak kaslarinin fonksiyona devam
ettigini ifade etmislerdir.

Hemolenfte miktar1 en fazla olan prolinin, paralizasyondan sonra miktarinda ¢ok

onemli bir degisme goriilmedi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.26). Prolinin paralizasyondan
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sonraki 6-30. saatte miktar1 biraz artmig fakat daha sonraki saatlerde miktarinda ¢ok
fazla degisme olmadi (Sekil 4.6 ve Cizelge 4.2). Parazitlenen konak larvalarinin
hemolenfinde prolin miktarinda bir artis oldu (Sekil 4.26).

Hemolenfteki serbest amino asitlerin, detoksifikasyonda rol oynadiklari
bilinmektedir (Friedler ve Smith, 1954; Shyamala, 1964). Calismamizda paralize olan
ve parazitlenen konaklarin hemolenfindeki prolinin dominant olarak bulunmasi da
muhtemelen s6z konusu konaklarda zehiri detoksifiye i¢cin bu amino asite fazla
gereksinim  duyulmasindan  kaynaklanabilir. ~ Degisik  arastiricilar  prolinin
deaminasyondan sonra kalan karbon iskeletinin, enerji elde etmek icin a-ketoglutarat
halinde sitrik asit dongiisiine girerek metabolize edildigini ifade etmislerdir (Bursell,
1981; Candy ve ark., 1997; Consoli ve Vinson, 2004; Phalaraksh ve ark., 2008; Assar
ve ark., 2010). Calismamizda parazitlenmis konaklarda yiiksek oranda bulunan prolinin,
parazitoit larvalar tarafindan enerji gereksiniminin fazla oldugu evrelerde kullanilmak
tizere depolanmis olmasindan kaynaklanabilir. Consoli ve Vinson (2004),
endoparazitoit 7. nigriceps tarafindan parazitlenen H. virescens’in hemolenfindeki
prolin miktarinin arttigin1 ve bu artisin embriyogenik organogenezis ve segmentasyon
ile ilgili oldugunu 6ne siirmiiglerdir.

Serin, pirimidinler, piirinler, kreatin ve porfirinleri iceren, bir¢ok {riiniin
biyosentezinde kullanilan (Furuya, 2008), asetil-CoA iiretimine katkida bulunarak
yiiksek enerji gereksinimi duyulan evrelerde enerji kaynagi olan (Consoli ve Vinson,
2004), bocek immiin reaksiyonlarinda 6nemli bir yer tutan serin proteazlarin aktif
bolgesinde yer alan (Gorman ve Paskewitz, 2001; Krem ve Cera, 2001), dolayisiyla
kutikulin melanizasyonundan sorumlu kilit enzimlerden fenoloksidazlarin (Hartzer ve
ark., 2005; Ruuhola ve ark., 2010) aktivasyonunda (Gorman ve Paskewitz, 2001; Kan
ve ark., 2008; Ruuhola ve ark., 2010; Tian ve ark., 2010) rol oynayan 6nemli bir amino
asittir. Parazitoit B. hebetor ile yaptigimiz calismada paralize olan konak larvalarinda
serin ylizdesinin paralizasyondan sonraki ilk 24 saatte hizli bir diisiis gosterdigi fakat
daha sonra yavas yavas artarak paralizasyonun 30. saatinden sonra kontrol grubundaki
degerden farksiz (p > 0.05) hale geldigi goriilmiistiir (Sekil 4.7, Cizelge 4.2). Serin
miktarinin parazitlenen konaklarda ilk 48 saat icinde Onemsiz (p>0.05) derecede
azaldigr 72. saatte arttigy tespit edildi (Sekil 4.40, Cizelge 4.3). Paralize olan ve
parazitlenen konak larvalarinin hemolenfinde ilk 24 saatte serin miktarinda gozlenen

diisiis, bu konaklarin besin alamamasi nedeniyle serini enerji kaynagi olarak
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kullanmalarindan, paralizasyon ve parazitlenme sonucu konakta hemen baslayan immiin
reaksiyonlar icin fazla miktarda serin proteaz sentezinin yapilmasindan ve/veya
parazitoidin konaga enjekte etti§i maddenin konaktaki serin sentezini baskilanmis
olmasindan ortaya c¢ikmis olabilir. Buna karsilik paralizasyondan 30 saat sonra
konaktaki serin miktarinin yavas yavas artarak kontrol grubundaki degerden farksiz (p >
0.05) hale gelmesi ise paralize olan konagin enerji ihtiyacinin azalmasi ve immiin
reaksiyonlarinin zayiflamasi nedeniyle daha az serinin tiiketilmis olmasina baglanabilir.

Alaninin amino asitlerin sentezi sirasinda, transaminasyon reaksiyonlarinda bir
amino-grup dondrii olarak (Osanai ve ark., 2000) ve piruvik asitten glukoz iiretiminde
(Assar ve ark., 2010) 6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Calismamizda kontrol grubuna
gore, paralize olan konak larvalarinda alanin yiizdesinin paralizasyondan sonraki ilk 18
saatte ¢cok hizli bir diisiis gosterdigi ve 18. saatten sonra tekrar yavas yavas arttigi tespit
edildi (Sekil 4.8, Cizelge 4.2). Parazitlenen konaklarda da alanin miktar1 zamana bagh
olarak dnemsiz (p > 0.05) de olsa azalmistir (Sekil 4.39, Cizelge 4.3). Paralizasyon ve
parazitlenme sonucu alaninin yiizdesinde gozlenen diisiig, bu olaylar sonrasi, savunma
amacli olan proteinlerin sentezi ve enerji i¢in bu amino asitin transaminasyon
reaksiyonlarinda fazlasiyla kullanilmasindan olabilir. Hemolenfteki alanin ve prolin
miktarlar1 arasinda bir iligkinin oldugu, alaninin fazla miktarda bulunmasinin, prolinin
enerji kaynag olarak daha fazla kullanmasindan ortaya cikabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Bursell, 1981; Candy ve ark., 1997; Phalaraksh ve ark., 2008). Bu nedenle
caligmamizda paralize olan konak larvalarinda tespit ettiimiz alanin miktarindaki
diisme, bunun enerji i¢in prolinden daha fazla tiikketilmesi sonucu ortaya ¢ikmis olabilir.

Paralizasyonu ve parazitlenmeyi takiben larvalardaki fenilalanin miktarinda
kontrol grubundakilere gore énemli (p < 0.05) bir artis oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9
ve Sekil 4.31). Fenilalaninin, melanin olusumunda rol oynayarak kiitikul renginin
koyulasmasini sagladig belirtildi (Davis, 1975; Nation, 2002; Ruuhola ve ark., 2010).
Calismamizda paralize olan ve parazitlenen konak larvalarinin, farkli bir sekilde
yaralanmis ya da zarar gormiis larvalardaki gibi koyulagsmadigi goriildii. Bu durum
paralize olan ve parazitlenen larvalardaki melanin eksikliginden kaynaklanabilir. Buna
gore paralize olan ve parazitlenen konaklarda hemolenfteki fenilalanin miktarinda
gozlenen artis muhtemelen fenilalanin melanin sentezi i¢in kullanilamamis olmasindan

dolay1 birikiminden olabilir.
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Paralize olan konak larvalarindaki asparajin miktar1 Onemsiz (p > 0.05),
parazitlenenlerde 6nemli (p < 0.05) derecede azald1 (Sekil 4.10, Cizelge 4.2). Asparajin,
aspartata doniistiiriilerek okzaloasetatin Onciisii olarak krebs dongiisiine girer ve
boylelikle enerji kaynag: olarak kullanilmis olur (Ohman ve ark., 1995). Calismamizda
paralize olan ve parazitlenen konak hemolenfindeki asparajin miktarindaki diisiis,
paralize olan ve parazitlenen konagin beslenememesi nedeniyle diger amino asitler gibi
asparajinin enerji elde etmek i¢in kullanilmasindan olabilir. Parazitlenen konaklarda
asparajin miktarinda ortaya cikan diisiisiin daha fazla olmasi, konak iizerinde gelisen
larvalarin sadece hemolenf ile beslenmeyip konak dokularini tiiketmeleri sonucu enerji
icin bu amino asiti fazla kullanmis olmalarina baglanabilir.

Esansiyel bir amino asit olan treoninin, paralize olduktan sonra gecen 36. saat
hari¢ konak hemolenfindeki miktarinda 6nemli bir degisiklik ortaya cikmadi, sadece
paralizasyondan sonraki 36. saatte nedeni tam anlasilmayan anormal bir artis meydana
geldi (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.2). Esansiyel olan treoninin sentezi sdz konusu
olmadigina gore, paralizasyondan sonraki 36. saate konak hemolenfinde gozlenen bu
artis ya diger amino asitlere gore treonin 36. saatte ¢ok az kullanilmasindan olabilir
yada nedeni mevcut bilgilerle agiklanamayan bir nedenden olabilir. Parazitlenen konak
hemolenfinde ise treonin miktarinda énemli bir degisme olmadi.

Paralize olan ve parazitlenen konak larvalarinda kontrol grubuna gére Gln+Gly
toplam yiizdesinin diistiigii belirlendi (Sekil 4.21 ve Sekil 4.27). Bu diisme parazitlenen
konaklarda 6nemli (p < 0.05) paralize olanlarda Onemsizdir (p > 0.05). Glutamin
sentetaz tarafindan bir detoksifikasyon {Uriinii olarak atitk amonyaktan sentezlenen
glutamin, boceklerin hemolenfinde en bol bulunan amino asitlerden biridir. Glutamin
norotransmitter olarak (Piyankarage ve ark., 2008), protein, niikleotit ve yag asit
sentezinde, glukoneogenezisde, hemolenf pH tamponu (Kutlesa ve Caveney, 2001) ve
onemli bir osmolit olarak (Hazel ve ark., 2003), kitini meydana getiren N-
asetilglukozamin sentezinde rol oynayan 6nemli bir amino asittir (Kutlesa ve Caveney,
2001). Serbest amino asitlerden glisin detoksifikasyonda 6nemli rol oynar (Assar ve
ark., 2010). Paralize olan ve parazitlenmis konaklarda glutamin+glisin miktarindaki
diisiis muhtemelen bu amino asitlerin paralizasyonda kullanilan zehirin ve parazitoit
larvalarimin  beslenmeleri sirasinda salgiladiklart maddelerin  detoksifikasyonunda

fazlasiyla kullanilmis olmasindan ortaya cikabilir. Parazitlenmis konaklarda Gln+Gly
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yiizdesindeki diisiis, gelisen parazitoit larvalarinin glutamini yukarida belirtilen
metabolik olaylarda yogun bir sekilde kullanmasiyla da ilgili olabilir.

Hemolenfteki arjinin miktarinin, konak larvalar1 paralize olduktan veya
parazitlendikten sonra kontrol grubuna gore onemli (p < 0.05) derecede diistiigii
goriilmektedir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.28). Arjinin deri degisiminde, farklilasmada, pupa
olusumunda (Chen, 1966), prolin sentezinde (Sabree ve ark., 2009), azotun atilmasinda
tastyict olarak onemli rol oynar (Cloutier, 1986). Arjinin miktarindaki diisiis, parazitoit
tarafindan direkt tiiketimiyle aciklanabilir. Esansiyel bir amino asit olan arjininin,
parazitoit larvalar tarafindan yukarida bahsedilen metabolik faaliyetlerde kullanimi i¢in
tek kaynak konak hemolenfidir. Ayrica ¢calismamizda prolin miktarinda tespit ettigimiz
artisa karsilik, paralize olan ve parazitlenen konaklardaki arjinin miktarindaki diisme
arjininin prolin sentezinde kullanilmasina baglanabilir.

Sekil 4.17 ve Sekil 4.30’dan, kontrol grubuna goére, paralize olan konak
larvalarinda lizin yiizdesinde onemsiz (p > 0.05), parazitlenmis olanlarda onemli (p <
0.05) bir diisiis meydana geldigi goriilmektedir. Serbest lizin, arjininin proline
doniisiimiinde rol oynayan arjinaz enziminin 6nemli bir rekabetg¢i inhibitoriidiir (Reddy
ve Campbell, 1969). Lizin konsantrasyonundaki diisiis, arjinaz aktivitesinde artisa
neden olarak arjininin proline doniisiimii arttirmis olabilir. Calismamizda paralize olan
ve parazitlenen konaklardaki prolin miktarindaki artis buna karsilik arjinin miktarindaki
diisiisiin bir nedeni de lizin konsantrasyonundaki bu diisiis olabilir.

Calismamizda konak larvalarinin  hemolenfindeki tirozin  miktarinin
paralizasyondan sonra gecen siireye bagli olarak Onemsiz derecede (p > 0.05),
parazitlenmis olanlarda 6nemli (p < 0.05) derecede arttig1 tespit edildi (Sekil 4.18 ve
Sekil 3.32). Rahbé ve ark. (2002) A. ervi tarafindan parazitlenen afid A. pisum’da tirozin
miktarinda ortaya c¢ikan artisin, konagin tirozin gerektiren fizyolojik yollarinin
bastirilmasindan kaynaklandiginmi ileri siirmiislerdir. Larvalarda tirozin, bdceklerin
kutikulunun sertlesme siirecinde etkili olan polifenollerin ve quinonlarin olusumunda
kullanilir (Dennell, 1958; Aboul-Ela ve ark., 1991; Morgan, 2004). Her deri degistirme
olayindan birkag¢ giin once tirozin miktarinda artis meydana gelir ve deri degisiminden
sonra tirozin miktarinda keskin ve ani bir diisiis meydana gelir (Florkin ve Jeuniaux,
1964). Bu durum tirozinin kutikiilin melanizasyonunda 6nemli rol oynadigin
gostermektedir (Behmer, 2006). Bu sonuctan yola ¢ikarak calismamizda paralize olan

ve parazitlenmis konak larvalarinin hemolenfindeki serbest tirozin miktarindaki artisi,
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bu larvalarin gelisimlerinin durmasi nedeniyle deri degistirememelerine bu nedenle bu
amino asitin hemolenfte birikmesine baglayabiliriz.

Paralize olan ve parazitlenen konak larvalarinda yiizdesi degismeyen amino
asitlerin cogu esansiyel amino asitlerdir. Parazitoit larvalarinin bu amino asitleri elde
edebilecekleri tek kaynak konak hemolenfidir, bu yiizden bu amino asitlerin
miktarlarmin az ¢ok degismeden kalmasi parazitoit larvalarmin gelisimleri igin
Onemlidir.

5.2. Paralizasyon ve parazitlenmenin konak hemolenfindeki toplam protein
miktarina etkisi

Bocek hemolenfinde miktar1 gelisim evresine, fizyolojik ya da immiinolojik
siireclere bagli olarak degisen bircok protein bulunur. Hemolenf proteinleri bir¢ok
bocek tiiriinde osmotik dengeyi ve optimal turgor basincimi korumaya yardimci olur
(Atmowidjojo ve ark., 1999). Parazitlenen konaklarin hemolenf protein
konsantrasyonunda artma veya azalma seklinde degisiklikler meydana geldigi ve bu
degisikliklerin konak tiirline, konagin evresine (Florkin ve Jeuniaux, 1964), konagi
parazitleyen tiire (Vinson, 1990), parazitlendikten sonra gecen zamana (Consoli ve
Vinson 2004; Consoli ve ark., 2005) gore farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Parazitlenmenin etkisiyle toplam protein miktarmin azaldigini gosteren
calismalar vardir (Fathpour ve Dahlman, 1995; Shelby ve Webb, 1997; Salvador ve
Consoli, 2008). Parazitlenmis olan konaklardaki toplam protein miktarindaki azalma,
konakta gelisen parazitoit larvalarinin direk tiiketimine bagl olarak ortaya ¢ikabilecegi
gibi (Shelby ve Webb, 1997), konak savunmasiyla (profenoloksidaz, lipoforin) ve
konak gelisimiyle (juvenil hormon esteraz, juvenil hormon baglayict proteinler, depo
proteinler)  ilgili  spesifik  proteinlerinin  sentezinin  Onlenmesinden  de
kaynaklanabilmektedir (Consoli ve ark., 2005; Salvador ve Consoli, 2008).

Salvador ve Consoli (2008), endoparazitoit C. flavipes tarafindan parazitlenen D.
saccharalis larvalarinin hemolenfinde parazitlenmeden hemen sonra belirli konak
proteinlerinin ve parazitizme 6zel proteinlerin sentezinde bir artig, fakat larvalardaki
toplam protein miktarinda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Kaeslin ve ark. (2005),
yumurta-larva parazitoidi C. inanitus tarafindan parazitlenen S. littoralis larvalarinin,
Fathpour ve Dahlman (1995) Microplitis croceipes (Hymenoptera: Braconidae)
polidnaviriisii enjekte edilen H. virescens larvalarimin hemolenfindeki protein

konsantrasyonunun onemli derecede diistiigiinii ileri stirmiiglerdir.
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Hemolenf protein konsantrasyonunda meydana gelen degismeler konak ve
parazitoit tiiriine, paralizasyon veya parazitlenmeden sonra gecen zamana bagli olarak
degismektedir. Bracon hebetor ile olan bu ¢alismamizda paralize olan ve parazitlenen
konak G. mellonella larvalarinda toplam protein miktarinda, 6nemsiz (p > 0.05) bir artis
oldugu bulundu. Altuntas ve ark. (2010) B. hebetor tarafindan parazitlenen E.
kuehniella larvalarinin, hemolenfindeki toplam protein miktarinin parazitlenmeden 24
ve 48 saat sonra azaldiginmi fakat bu azalmanin 6nemsiz oldugunu, buna karsilik SDS-
PAGE analizlerine gore, belirlenen proteinlerden 12 tanesinin miktar1 azalirken, bes
tanesinin arttigin1 buna dayanarak parazitlenmenin konak hemolenf proteinleri iizerinde
sadece kantitatif yonden diizenleyici etki yaptigini, kalitatif olarak etkili olmadigin1 6ne
siirmiislerdir.

Parazitlenmenin etkisiyle toplam protein miktarinin azaldigim gosteren
calismalarin (Fathpour ve Dahlman, 1995; Shelby ve Webb, 1997; Salvador ve Cdnsoli,
2008; Altuntas ve ark. 2010) aksine bizim calismamizda 6nemsiz de (p > 0.05) olsa bir
aris oldugu goriilmektedir. Bu zithk calisilan konaklarin  farkli  olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi, Nakamatsu ve Tanaka (2004) tarafindan ileri siiriildiigii gibi
konak {iizerinde gelisimlerini siirdiiren parazitoit larvalarimin sayilarinin  farkli
olmasindan veya paralizasyon ve parazitlenmenin, normal larvalarda pupa olusumundan
once gozlenen protein konsantrasyonundaki azalmayi engellemelerinden (Consoli ve
ark. 2005) kaynaklanabilir. Nakamatsu ve Tanaka (2004) endoparazitoit C. kariyai
tarafindan parazitlenen P. separata da konak hemolenfindeki karbohitrat, lipit ve
protein tiiketiminin konakta bulunan parazitoit larva sayisina bagl olarak degistigini,
cok fazla sayida parazitoit larvasi bulunan konaklarin hemolenfindeki protein, lipit ve
trehaloz konsantrasyonunun az sayida larva bulunanlardan 6nemli derecede diisiik
oldugunu tespit etmislerdir. Consoli ve ark. (2005) parazitlenmenin, konak larvalarinin
hemolenfindeki toplam protein miktarimi artirmadigini sadece parazitlenmemis
larvalarda pupa olusumundan Once goézlenen protein konsantrasyonundaki azalmayi
engelleyerek, hemolenfteki protein miktarinin yiliksek seviyede kalmasini sagladigini

ileri stirmiiglerdir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda parazitoit B. hebetor tarafindan paralize edilen ve/veya
parazitlenen konak G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki serbest amino asitlerin
miktarlarindaki ve toplam protein miktarindaki degisimler incelendi. Hemolenf
orneklerinde 17 amino asit tespit edildi. Calismamizda 17 amino asit birbirine
oranlanarak herbirinin yiizdesi bulunmus ve amino asitlerin her birisinin yiizdelerinde
meydana gelen degisimler tespit edilebildi. Tespit edilen 17 amino asitten ylizdesi en
fazla olan amino asit prolindir.

Elde edilen sonuclar paralizasyonun ve parazitlenmenin konak larvalarinin
hemolenfindeki amino asitlerin miktarinda ve g¢esidinde degisiklik ortaya cikardigini,
fakat bu iki olaymn etkisinin bir dereceye kadar farkli oldugunu gostermektedir.
Calismamizda kontrol grubuna gore paralizasyondan miktar1 en fazla etkilenen amino
asitin alanin ve parazitizmden en fazla etkilenen amino asitin tirozin oldugu tespit
edildi. Paralizasyon sonrasinda konak hemolenfindeki bazi amino asitlerin yiizdelerinde
artis (Pro, Phe, Thr), bazilarinda azalma (Ser, Ala, Asn) olurken, bazi amino asitlerin
(Val, Leu, Ile, His, Trp, Lys, Tyr, Met, Arg, Gln+Gly) yiizdelerinde ise herhangi bir
degisim tespit edilmedi. Parazitlenmis konak larvalarinin hemolenfinde de, bazi amino
asitlerin yiizdelerinin arttigi (Pro, Phe, Try), bazilarinin azaldigi (Gln+Gly, Arg, Asn,
Lys), bazilarinin (Val, His, Leu, Ile, Trp, Met, Ala, Ser, Thr) ise parazitlenmeden
etkilenmedigi tespit edildi.

Konak hemolenfinde yapilan amino asit analizleri, konakta gelismekte olan
parazitoit larvalarinda da yapilarak, konaktaki kimyasal degisim ile parazitoidin
besinsel ihtiyaglar1 arasindaki metabolik iliski belirlenebilir. Elde edilen sonuglar
pratikte ozellikle biyolojik kontrol ajani olarak kullanilacak parazitoit tiirlerinin dogal
konaklarinin yeterli olmadigi durumlarda, kompozisyonu belirli sentetik besinler
hazirlanarak laboratuar sartlarinda toplu iiretilmelerinde kullanilabilir.

Calismamizda hemolenfdeki toplam protein miktarinin paralizasyondan ve
parazitlenmeden 6nemli derecede etkilenmedigi belirlendi. Fakat SDS-PAGE analizleri
yapilarak paralizasyon ve parazitlenmenin hemolenfteki degisik islevli proteinlerin her
birini nasil etkiledikleri ve buna bagli olarak paralizasyon ve parazitlenme nedeniyle

konakta ve parazitoitte ortaya ¢ikan degisik tepkilerin nedenleri agiklanabilir.
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