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Bu calismada, gregar, idiobiont ve ektoparazitoid Bracon hebetor Say
(Hymenoptera: Braconidae)’un, konak un giivesi Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) olgun larvalarinin  hemolenf plazma proteinleri
tizerindeki parazitik etkileri, spektrofotometrik ve sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforez yontemleri ile arastirilmistir.
Hemolenfteki total plazma protein konsantrasyonu parazitlenmeden 24 ve
48 saat sonra giderek azalmistir. Elektroforetik olarak ayrilan hemolenf
proteinlerinde parazitlenmeye bagli yeni protein belirlenmemistir. Densitometrik
olarak analiz edilen toplam 25 protein bandindan 55.3, 39.4, 37.2, 35.6, 33.9,
29.6, 24.6, 23.1, 14.5 kDa’luk proteinler parazitlenmeye bagli olarak %350 nin
izerinde azalirken; 52.0, 44.6, 19.0, 24.6 kDa’luk protein bantlar1 parazitlenmeye
bagl olarak artis gostermislerdir.
Sonug olarak parazitizmin, konak hemolenf plazma proteinleri iizerinde

kantitatif olarak degisiklige neden oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Bracon hebetor, Ephestia kuehniella, Hemolenf Proteinleri,

Ektoparazitoid.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

EFFECTS OF PARASITISM BY ECTOPARASITOID Bracon hebetor SAY,
1836 (HYMENOPTERA: BRACONIDAE) ON HOST HEMOLYMPH
PROTEINS OF THE MEDITERRANEAN FLOUR MOTH Ephestia
kuehniella ZELLER, 1879 (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Hiilya ALTUNTAS

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor : Prof. Dr. A. Yavuz KILIC
Co-supervisor : Assoc. Prof. Dr. Hiilya SIVAS
2007, 50 pages

In this study, the effects of parasitism by gregarious, idiobiont and
ectoparasitoid Bracon hebetor Say (Hymenoptera: Braconidae) on host
hemolymph plasma proteins of the mediterranean flour moth Ephestia kuehniella
Zeller (Lepidoptera: Pyralidae) last instar larvae were investigated. Hemolymph
plasma proteins were analyzed by using spectrophotometric and Sodium Dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) methods.

Total amount of plasma proteins in host hemolymph were reduced
gradually on 24 and 48 hours after parasitation treatment. 55.3, 39.4, 37.2, 35.6,
33.9, 29.6, 24.6, 23.1, and 14.5 kDa proteins in total 25 protein bands, which
were analyzed as densitometric, reduced over the 50%, on the other hand, four
bands as 52.0, 44.6, 19.0 and 24.6 kDa protein bands pointed out related to the
parasitism were increased.

As a result, parasitism of E. kuehniella by B. hebetor was demonstrated to

cause quantitative changes in the plasma proteins of host hemolyph.

Keywords: Bracon hebetor, Ephestia kuehniella, Hemolymph proteins,

Ectoparasitoid.
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1. GIRIS

Giderek artan diinya niifusu, beslenme problemini de beraberinde
getirmistir. Bu problem, besin kaynaklarinin ve bu kaynaklardan elde edilen besin
maddelerinin en 1yi sekilde kullanilma ve korunmasini zorunlu kilmaktadir [1].

Beslenme ihtiyacinin karsilanmasi igin tarimsal alanlarin genisletilmesi,
baska sorunlar yaratacagindan, birim alandan elde edilen iiriin miktarinin
artirllmast problemin bir ¢oziim yoludur. Ozellikle de elde edilen tarimsal
triinlerin depolanmalar1 siirecinde, hastalik ve zararlilardan meydana gelecek
kayiplarin 6nlenmesi gerekmektedir [2].

Hasat sonras1 tarimsal {iriinler, satig, tohumluk, yemeklik ve yemlik olarak
kullanilmak amaciyla farkli tiplerdeki depolarda uzun veya kisa siireli olarak
depolanmaktadir. Bu depolama siiresince, iiriinlerde kalite ve kantite yoniinden
onemli kayiplara neden olan bir¢ok hastalik ve zararli bulunmaktadir. FAO (Food
and Agriculture of United Organization)'ya gore, hasat sonrasi kayiplarin
ortalama % 10 kadar oldugu ve bu kayiplarin da yarisinin bdceklerden
kaynaklandig: bildirilmektedir [3].

Tarimsal zararli bocekler, iirlinde gida kalitesi eksikligi, agirlik kaybu,
cimlenme giicii noksanligi gibi dogrudan veya dolayll zararlara yol
acmaktadir [2].

Depolarda goriilen fitofag boceklerin cogalma kapasitelerinin ve zarar
derecelerinin yiiksek olusu, bu organizmalarla etkili miicadele yOnteminin
gelistirilmesi giindeme getirmistir. Tiim tarimsal alanlarda oldugu gibi depolarda
da zararlilara kars1 en fazla bagvurulan miicadele sekli kimyasal miicadeledir [3].

Zararli populasyonun %95'1 kimyasal yontemle yok edilebilmektedir.
Pestisit kullanimi ile zararlinin ekolojik kokeni hakkinda bilgi edinmeye gerek
duyulmamasi ve zararli populasyonlarina ait fazla sayida bireyin 6ldiiriilmesiyle
zararlinin gegici olarak yaptigi etkilerin bastirilmasi saglanmaktadir. Kimyasal
miicadele, biitiin bu olumlu yoOnlerine karsilik bir cok 6nemli sorunlar1 da
beraberinde getirmektedir. Bunlardan en Onemlileri, direncin gelisimi, pestisit
maliyetinin yiiksek olusu, faydal tiirlerin yok olusu, insanlar iizerindeki uzun

siireli etkileri, cevre ve besin kirliligi gibi ¢evresel faktorlerdir. Ayrica zararlilarin



tamamen yok edilmesi miimkiin degildir. Ancak, en uygun yontem ya da
yontemler dizisi kullanilarak kontrol altinda tutulmalart miimkiindiir. Bu yiizden
tarim diriinlerini  zararhlarin  etkisinden korumak i¢in farkli yontemler
gelistirilmistir [4].

Besinsel kaynaklarin ve maddelerinin zararli boceklere  karsi
korunmasinda kimyasal yontemlerin dezavantajlarinin fazla olmasi, kimyasal
miicadelenin disinda bir ¢6ziim olarak, parazitoid bocekler ile zararli boceklerin
kontrolii ¢alismalarina yani biyolojik savas calismalarina agirlik verilmesine
neden olmustur [5].

Biyolojik savas, genel olarak zararli bir tiiriin populasyonunun, onun dogal
diismani olan bir bagka canli tiirlin populasyonu tarafindan baskilanmasini ifade
etmektedir [6-8].

Biyolojik savagta baskilama araci olarak kullanilan tiir, biyolojik kontrol
ajam olarak adlandirilmaktadir. Biyolojik kontrol ajani olarak parazitler,
parazitoidler, predatorler, bakteriler ve viriisler kullanilabilir. Parazitoidler bu
biyolojik kontrol ajanlarindan sadece bir tanesini olusturmaktadir. Parazitoitlere
ergin Oncesi evredeki gelisimleri siiresince gerekli besini temin eden canliya
konak adi verilir. Parazitoidlerin konaklar1 Hymenoptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Hemiptera, Diptera, Heteroptera, Homoptera ordolarina ait tiirler
olabilirler. Parazitoidler, yumurtalarin1 biraktiklar1 konagin evresine gore;
yumurta, larva, prepup, pup yada ergin parazitoidleri olarak adlandirilirlar [6,
7]. Ayrica parazitoidler, bir konaktan ¢ikan ergin sayisina gore de soliter yada
gregar olarak da adlandirlirlar. Soliter parazitoidlerde konaga sadece bir yumurta
birakilir ve gelisim sonucunda bir ergin parazitoid meydana gelir. Gregar
parazitoidlerde ise konaga ¢ok sayida yumurta birakilarak cok sayida ergin birey
gelisir [6, 8].

Vinson (1975)’e gore parazitoidler, konaklari ile olan iliskilerinin evrimsel
tarihi siiresince konaklarini kendi ¢ikarlart i¢in kullanmayi saglayacak o6zel
mekanizmalar1 oldukca basarili sekillerde gelistirmislerdir [9].

Askew ve Shaw (1986), parazitoidleri yumurta birakmadan 6nce konagi
etkileme durumlarina gore koinobiont ya da idiobiont olarak siniflandirmiglardir.

Idiobiont parazitoidle,r konaga yumurta birakimindan yani ovipozisyondan 6nce



konagin gelismesini durduran parazitoidlerdir. Idiobiont parazitoidler, konagin
gelisimini durdurmak igin konag paralize (fel¢) ederler. Idiobiont parazitoidler
konagin fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalarimi durdurduklarindan ergin
oncesi gelisimleri i¢in gerekli besinler sinirlandirilmistir. Koinobiont parazitoidler
ise ovipozisyondan sonra konagin gelismesine ve beslenmesine izin veren
boceklerdir. Bu iligkide konak, hareketine devam edebilir ve kendini savunabilir.
Ozellikle de larval konaklar parazitoid pupa oluncaya kadar 6lmezler [8-11].

Idiobiont ektoparazitoidler yumurta birakmadan 6nce konaklarim gegici
veya siirekli olarak fel¢ edecek toksin veya zehir enjekte ederler. Boylece hareket
etmeyen konaga yumurta birakimi kolaylastirildigr gibi yumurtalarin konak
tizerinden diismesi de engellenir [7, 8, 11].

Parazitoidlerin konaklarina baglh gelisimlerinde farkli big¢imler vardir.
Cogunlukla  rastlanilan  parazitoid-konak iliskisinde,  endoparazitoidler
yumurtalarim1 konagin i¢ine yani viicut bosluguna birakirlar. Endoparazitoidlerin
ergin Oncesi donemleri yari-sivi besinle beslenmeye adapte olmus, viicutlari
silindirik, ince kutikulali ve hareket yetenekleri cok azdir. Parazitoid-konak
iligkisindeki diger bir durumda ise parazitiodler, yumurtalarini1 konagin yiizeyine
birakarak ektoparazitoid olarak canliliklarin1 devam ettirirler [8, 10, 11].

Ektoparazidoidler =~ cogunlukla  idiobiont,  endoparazitoidler  ise
koinobiontturlar [12]. Ektoparazitoidlerin konak araligi endoparazitoidlere gore
daha genistir. Bunun nedeni ise konaklarinin i¢inde gelismediklerinden 6zel bir
cevreye gereksinim duymamalaridir [8].

Quicke (1997), taksonomik olarak parazitoidlerin yaklasik %80’inin
Hymenoptera ordosuna ait oldugunu bildirmektedir [11]. Ayrica Godfray (1994),
tanimlanan tiirler i¢cinde yaklasik ellibin parazitoid tiiriin Hymenoptera’ya ait
oldugunu  bildirmistir. Hymenopter parazitoidler, biyolojik miicadele
calismalarinda Ozellikle de Lepidoptera takimina ait zararlilarin miicadelesinde
kullanilmaktadirlar [13].

Hymenoptera ordosuna dahil parazitoid tiirlerin biiyilk bir ¢ogunlugu
haplodiploid tiirlerdir. Bunlarda genel olarak disiler diploit, erkekler haploittir. Bu
parazitoid tiirlerin disileri, ogul dollerindeki esey oranlarini, konaga birakacaklari

yumurtalarin dollenmis veya dollenmemis olmalarina gore tayin edebilirler.



Parazitoid disiler, ovipozitor olarak adlandirilan uzun tiibiiler yapida bir yumurta
birakma borusuna sahiptirler. Boylece disiler, yumurtalarin1 konagin iizerine yada
icine ovipozitorleri araciligi ile birakirlar [8].

Parazitik bir tiiriin biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmasinda ortaya
citkan en Onemli problem, parazitin laboratuvar kosullarinda kitle halinde
yetistirilmesidir. Bunu saglayabilmek icin parazitin beslenmesi sirasinda dogadan
aldiklarinin yerini tutabilecek sentetik besinlerin hazirlanmasi gerekmektedir. Bu
yiizden kullanilacak bocek tiirliniin  besinsel ihtiyaclarinin iyi  bilinmesi
gerekmektedir [5].

Parazitoidlerle konaklari arasindaki iliski, sonu 6liimle biten bir saklambag
oyununa benzer. Bu oyun onlar arasinda siirekli bir miicadeleye ve birbirlerine
kars1 siirekli savunma sistemleri gelistirmelerine neden olur. Parazitoid ile konak
arasindaki fizyolojik iligkiler, biyolojik kontroliin temelini olusturmaktadir. Bu
nedenle, laboratuvar kosullarinda parazitoidlerin kitlesel olarak iiretilmesinde ve
biyolojik kontroldeki basar1 her seyden once, konak ve parazitoide ait biyolojik
ozelliklerin, konak ile parazitoid arasindaki davranissal ve fizyolojik iliskilerin, bu
iliskilerde etkili olan fiziksel, kimyasal ve mekanik etkilesimlerin iyi bilinmesine
baghdir [1, 6, 7, 13].

Sminth ve Pimentel (1969)’e gore parazitoid ve konagin 6zellikleri sadece
ergin Oncesi gelisim siiresini degil parazitoidin ergin olduktan sonraki bazi
fizyolojik aktivitelerini de etkilemektedir [13]. Ozellikle de holometabol tiirlerin
ergin Oncesi evrelerdeki besinsel ihtiyaclar fazlasiyla degistiginden, besin cesidi
ergin biiyiikliigii ve eseysel verim gibi bir¢ok fizyolojik aktivite iizerinde etkilidir
[6, 8, 14].

Parazitoidin ergin oncesi gelisiminde viicudunda depolanan besin miktari,
konaginin ona sagladigi besin miktar1 ile yakindan ilgilidir. Canlilarin degisik
fizyolojik faaliyetlerinin ortaya c¢ikmasinda, aldiklar1 temel besin maddeleri
(karbohidrat, lipit ve proteinler) ve depoladiklar1 diger besin elemanlar1 etkili
olmaktadir. Ergin parazitoidlerin bir ¢ogu yasamlarimi siirdiirebilmek,
tireyebilmek ve diger bir cok biyolojik aktiviteyl gergeklestirebilmek igin

karbohidrat, lipit ve proteine ayrica belirli tuzlara ihtiya¢c duyarlar. Bu



ithtiyaglarinin bir kismu cevredeki kaynaklardan karsilarken bir kismi ergin oncesi
evrede depoladiklari temel besin maddelerinden saglanmaktadir [6].

Gross (1993)’e gore, konak, parazitoidin saldirilarina karst zavalli bir
kurban gibi, tepkisiz kalarak ona uygun bir yem ve yetisme ortami olmaz. Konak,
konak-parazitoid iligkilerinin ilk evrelerinden itibaren, parazitoidlere karst hem
davranis yoluyla hem de fizyolojik olarak tepki gosterir [6].

Parazitoidlerin konaklarinin fizyolojik ve endokrinolojik faaliyetleri iizerine
etkili olduklar1 bilinmektedir. Daha o©nce yapilan calismalarda parazitligin
karbonhidrat, protein, amino asit , yag asitlerinin konsantrasyonu iizerine etkileri
arastirtlmistir [15-20].

Parazitoidlerin in vitro ortamda hazirlanma tekniklerinin kullanilmasi ile
dogal diismanlarin besinsel biyokimyasi belirlenmis ve dogal diismanlarin
kalitatif ve kantitatif gereksinimleri tespit edilmistir. Ayrica parazitoidlerin
davranigsal, genetiksel, besinsel ve fizyolojik Ozelliklerinin belirlenmesi de bu
teknikler sayesinde gerceklesmistir [21].

Boceklerin yag dokusu, temel besin maddelerinin yani karbohidratlarin,
yaglarin ve proteinlerin sentezlenmesinden ve depo edilmesinden sorumludur [22,
23].

Yag doku en gelismis halini bir¢ok holometabol bocegin larvasinda
gosterir. Arilarin  gelismis larvalarinda tiim viicut agirliginin %60-65’1 yag
dokudan olugmustur. Yag doku, omurgali hayvanlarin karacigerine analog bir
organdir [24].

Boceklerin hemolenfi gelisimsel, fizyolojik ve immunolojik faaliyetlerde
onemli gorevleri olan cok sayida protein icermektedir. Ozellikle de bazi proteinler
hemolenfin fonksiyonlar {izerinde oldukga etkilidirler [25]. Hemolenfteki protein
miktari, gelisme sirasinda, Ozellikle de metamorfozdan Once yada metamorfoz
sirasinda biiyilik degisimler gosterir [24].

Levenbook (1985) boceklerde protein graniillerinin pup evresinde yag
dokuda depo edildigini belirtmistir. Ik defa larvanin yag dokusunda sentezlenen
bu proteinler, 6zellikle son larval evrenin beslenme fazi boyunca hemolenfte bol
miktarda bulmustur. Holometabol boceklerin gelisim donemlerinde larval evrenin

plazma proteinleri, baskalasimin devam edebilmesi icin olduk¢ca Onemlidir.



Hemolenf proteinlerinin biiyiik bir boliimii 6zellikle de depo proteinleri, bocegin
larval gelisimi sirasinda yag doku tarafindan sentezlenirler ve hemolenfe
salinirlar. Bocegin gelisiminin devam etmesi ile birlikte, bu proteinler pupal
donemde yag doku icerisinde protein graniilleri seklinde ¢okerler. Daha sonra da
ergin gelisiminde gerekli olan amino asit kaynaklarim1 saglayabilmek icin
proteolitik olarak amino asitlerine pargalanirlar [26].

Bocek hemolenfi cesitli proteinler icermektedir. Bunlar vitellogenler, depo
proteinleri, enzimler, hormonlar ve konagin hiicresel savunma reaksiyonlar1 ile
ilgili proteinlerdir [27].

Bircok Hymenopter parazitoidlerin parazitligindeki ortak 6zellik
konaklarinin hemolenf kompozisyonunda degisiklikler meydana getirmeleridir
[28].

Lepidoptera larvalarinin Braconidae ve Ichneumonidae’ye ait parazitoidler
tarafindan parazitlenmeleri, bu konaklarin hemolenf proteinleri iizerinde ve buna
bagli olarak konak fizyolojisi ilizerinde oldukca etkili olmustur. Parazitligin
konagin plazma proteinleri iizerinde meydana getirdigi degisiklikler bir¢ok
calismada arastirilmistir [16-18,26,29,30].

Baz1 parazitler, peptit veya proteinler salgilayarak konagin fizyolojisi ve
gelisimini bozmaktadir. Parazitlenmis erginlerde, vitellogen sentezi ¢ogunlukla
engellenmis ve premetamorfik evrelerde arilforin (depo proteini) sentezi
onlenmistir. Sonuglar parazitin konak boceklerde protein sentezi ve kullanimi
izerine bir ¢cok etkisinin oldugunu gostermektedir [17,20].

Parazitlenmeden sonra, konak hemolenfinde, elektroforetik yontemle
ayrigsabilen proteinlerin sayisinda, protein konsantrasyonlarinda, farkli amino asit
tiplerinde, hormonal faktorlerde, donma noktasinda, kuru ve spesifik agirlikta
degisikliklerin oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, parazitlenmeye baglh olarak
hemolenf melaninlesmesinin inhibisyonu, hemolenfteki hemositlerin dagilimi
ve trehaloz seker diizeyleri iizerinde de degisiklikler meydana gelmektedir
[30,31].

Idiobiont parazitoidlerin gelisimleri sirasinda konaklar1 ¢ok az yada hig
biyokimyasal veya fizyolojik degisimler gostermedigi halde koinobiont

parazitoidlerin konaklarindan faydalanmalar1 sirasinda, konak ve parazitoid



arasinda oldukc¢a kompleks degisimler devam etmektedir [9]. Endoparazitoidin
gelisimine baglh olarak konak hemolenfinde biyokimyasal tepkiler veren 6zel
isaretler meydana gelmektedir [30].

Hymenopter endoparazitoidler, konakta bazi biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere neden olmakta ve bu degisiklikler konagin gelisim oranina, besin
kullanimina ve baskalasimina etki etmektedir [19].

Bu calismanin amaci bir ektoparazitoid olan Bracon hebetor Say
(Hymenoptera: Braconidae)’un konak un giivesi Ephestia kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae ) larvalarindaki hemolenf plazma proteinleri iizerine

parazitik etkisinin olup olmadigini belirlemektir.

1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Bracon hebetor Say, 1836

B. hebetor (Hymenoptera: Braconidae), larval gelisimini Lepidoptera
takimmin degisik tiirlerinde tamamlayan gregar, larval, ektoparazitoiddir.
Parazitoidin gelisimini tamamladigi Lepidopter tiirleri, yani konaklari tarim
iriinlerinde ekonomik yonden oldukga biiyiik zarar meydana getirmektedir [1]. B.
hebetor hizli ve kisa zamanda gelisimini tamamladigi i¢cin olduk¢ca Onemli bir
dogal diismandir ve depo zararlilarinin miicadelesinde basariyla kullanilmaktadir

[32].

1.1.1.1. Sistematikteki yeri

Sube : Arthropoda

Sinif: Insecta ( Hexapoda )

Altsiif: Pterygota ( Metabola)
Takim : Hymenoptera ( Zar kanatli )
Alttakim: Apocrita

Ust familya : Ichneumonoidea

Familya : Braconidae



Altfamilya : Braconinae
Cins : Bracon Fabricius, 1804

Tiir : Bracon hebetor Say, 1836 [32]

1.1.1.2. Sinonimleri Bracon hebetor Say, 1836

Bracon dorsator Say, 1836

Bracon brevicornis Kirby, 1884

Bracon juglandis Ashmead, 1889

Habrobracon hebetor Johnson, 1895

Bracon (Habrobracon) honestor Riley and Howard, 1895
Habrobracon beneficientior Viereck, 1911

Habrobracon brevicornis Cushman, 1914

Habrobracon juglandis Cushman, 1922 [31]

1.1.1.3. Yumurta

B. hebetor’un yumurtalart kaygan, parlak ve oval bicimde olup, uglart

hafif seffaf olmak {izere rengi beyazdir [34].

1.1.1.4. Larva

Larvalarin rengi, iizerinde beslendigi konaga gore degismekle birlikte,

genellikle beyaz-krem, sar1 veya pembedir [34].
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Sekil 1.1. Larval konagi parazitlemekte olan ergin disi B. hebetor ve birakilan yumurtalar [33].

Sekil 1.2. Konak iizerinde gelismekte olan olgun B. hebetor larvalari

1.1.1.5. Pupa

Pupa, serbest pupa tipinde olup, krem sar1 renktedir ve kokon icinde

hafifce hareket edebilir [34].
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Sekil 1.3. B. hebetor’un olgun pupa dénemi

1.1.1.6. Ergin

Erginlerin viicut olgiisii ve rengi beslenme ve sicaklik derecesine gore
degismektedir. Erginlerin rengi, saridan koyu kahverengine kadar degisen
renklerdedir. Kanat cevresi kisa tiiylii olup, kanatlar kirli sar1 ve kahverengi
goriintisdedir. Disiler ortalama 2,482+0,026 mm, erkekler ise 2,436+0,037 mm
uzunlugundadir [34].

1.1.1.7. Konaklari

Kilinger (1976)’e gore B. hebetor’'un Lepidoptera, Coleoptera ve
Hymenoptera takimlarinin gesitli familyalarina bagli otuzu askin konagi vardir.
Bu konaklarin biiyiik cogunlugu Lepidoptera takimina aittir. Baz1 6nemli konak

tiirleri asagida verilmistir;

Carpocapsa pomonella L. (Lep: Tortricidae)
Ephestia cautella Walk. (Lep: Pyralidae)
Ephestia elutella Hb. (Lep: Pyralidae)
Ephestia kuehniella Zell. (Lep: Pyralidae)
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Galleria mellonella L. (Lep: Galleriidae)
Grapholitha molesta Busck (Lep: Tortricidae)
Pectinophora gossypiella Saund. (Lep: Gelechiidae)
Plodia interpunctella Hb. (Lep: Pyralidae)
Polychrosis viteana Clem. (Lep: Tortricidae)
Pyrausta nubilalis Hb. (Lep: Pyraustidae)

Sitotroga cerealella Ol. (Lep: Gelechiidae) [33]

1.1.2. Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Un giivesi, Degirmen giivesi )

Ephestia tiirlerinin tiimii sadece depo zararlisidir. Depo edilmis tahil, un ve
bitki tohumlar1 zarar verdikleri baslica maddeler arasindadir. Tipik bir¢ok
fizyolojik ve anatomik 0Ozellik gostermeleri ve aymi zamanda cogalma
yeteneklerinin fazla olmasindan dolayr da arastirmalarda deney hayvani olarak
tercih edilmektedir [4].

E. kuehniella, unda birinci derecede, tahillarda ikinci derecede zararli
olarak bilinmektedir. Tahil ve tahil iiriinlerini yenemez hale getirmesi yoniinden
ve Uriiniin azda olsa bulagik olmasinin ticari problemlere yol agmasi bakimindan

bu tiirlerle miicadele biiyiik 6nem kazanmaktadir [34].

1.1.2.1. Sistematikteki yeri

Sube : Arthropoda

Sinif : Insecta (Hexapoda)

Alt siif : Pterygota ( Metabola )

Takim : Lepidoptera (Kelebekler)

Alt takim : Frenata (Heteroneura)

Familya : Pyralidae

Cins : Ephestia

Tir : Ephestia kuehniella Zeller, 1879 (Un giivesi) [33].
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1.1.2.2. Yumurta

Disi, un ya da diger larval gidalara ayr1 ayr1 100 yumurta birakir. Ag¢ik

sarimsi renkte olan bu yumurtalar 27°C de 3-5 giinde acilir [24].

1.1.2.3. Larva

Yumurtadan ¢ikan larvalar beyazimsi renktedir. Baz1 protoraks ve sonuncu
abdomen segmenti iizerinde kahverengi lekeler bulunur. Larva siiresi 40 giindiir
ve bu 40 giin sonunda tam kahverengi olurlar, olgun larva yaklasik 15 mm

uzunlugundadir. Larva 5 kez deri degistirir (5 instar donemi vardir) [24].

1 cm

Sekil 1.4. E. kuehniella’nin olgun larval donemi.

1.1.2.4. Pupa

Olgunlasan larva, bir kokon icerisinde pup olur. Yaklasik olarak 9 mm
boyundadirlar. Pupa evresi yaklasik 8-12 giin siirer. Bu siirenin sonunda ergin

hale gecerler [24].
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Sekil 1.5. E. kuehniella’nin pupa donemi.

1.1.2.5. Ergin

Ergin, koyu kiil rengindedir [33]. Ergin giive 7-12 mm uzunlugunda ve bu
uzunluk kanatlar acikken 24 mm'ye kadar cikabilir. On kanatlar soluk gri
renktedir ve kanatlar iizerinde koyu renkte zig zag bantlar bulunmaktadir. Arka
kanatlar ise kirli beyazdir. Dinlenme halinde viicudun 6n boliimii, karakteristik

olarak, kemer seklindedir [24].

Sekil 1.6. E. kuehniella’nin ergin donemi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Konak ve parazitoid stok kiiltiirleri

Bu ¢alismada parazitoid olarak idiobiont bir ektoparazitoid olan B. hebetor
Say (Hymenoptera: Braconidae), konak olarak da un giivesi E. kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) kullanilmistir. Konak ve parazitoidin laboratuvar stok
kiiltiirleri 19 Mayis Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Hayvan

Fizyolojisi Arastirma Laboratuvarindan saglanmustir.

2.1.2 Kullanilan kimyasal maddeler

1-Fenil-2-tiotire (Sigma), Sigir serum albumin (Sigma), Coomassie Blue
G-250 (Sigma), Akrilamid+N.N’-Metilen Bis Akrilamid (%30, Sigma), Tris base
(Sigma), Sodyum dodesil siilfat (Fluka), Amonyumpersiilfat (Sigma), Sodyum
hidroksit (Fluka), Hidrojen kloriir (Fluka), Gliserol (Amresco), 2-merkaptoetanol
(Sigma), Bromfenol mavisi (Sigma), Tetra Etil Metilen Diamin (Sigma), N-
butanol (Sigma), Glisin (Fluka), Metanol (Fluka), Glasiyel Asetik asit (Sigma),
Genis aralikli protein molekiiler agirlik standart1 (Sigma) ve Diisiik aralikli protein

molekiiler agirlik standarti (Sigma).

2.1.3 Deneyde kullanilan stok ¢ozeltilerin icerikleri ve hazirlanmalar:

Stok standart protein cozeltisi

Kullanim: Total protein analizi deneyi (konsantrasyonu 1mg/ml olarak).

S1gir serum albumin....................o.oll 1 mg

Deiyonize SU........oovvveiiiiiiiiiiiiiieennnnnn 1 ml

Standart distile su i¢cinde ¢ozdiiriiliir. Stok kullanimdan hemen 6nce hazirlanir ve

+4°C’de bekletilir.
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1.5 M Tris pH 8.8

Kullanim amaci: SDS-PAGE deneyi, ayirma jeli tamponu.

TriS Base....ovvviriiieiii i 18.16 gr

Deiyonize SU .......oovvvviiiiiiiiiiinieannn.. 100 ml’ye tamamlanir.

Tris, deiyonize su icinde c¢ozdiriilerek 3N HCL ile pH’1 8.8’e ayarlanir.
Hazirlanan ¢ozelti Whatman no:1 filtre kagidindan filtre edilerek, otoklav edilir ve

oda sicakliginda karanlikta saklanir.

1 M Tris pH 6.8

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi, yiikleme jeli tamponu.

TriS Base....ouvveiriiie e 12.11 gr

Deiyonize SU........oovvveiiiiiiiiieeiieannnnn. 100 ml’ye tamamlanir.

Tris, deiyonize su icinde cozdiirilerek 3 N HCL ile pH’1 6.8’e ayarlanir.
Hazirlanan ¢ozelti Whatman no:1 filtre kagidindan filtre edilerek, otoklav edilir ve

oda sicakliginda karanlikta saklanir.

% 10 Sodyum dodesil siilfat

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi

Sodyum dodesil siilfat........................... Ser

Deiyonize SU........oovvveiiiiiiiiiiiiiiannnnnn. 50 ml’ye tamamlanir.

Sodyum dodesil siilfat, deiyonize su i¢inde cozdiiriilerek oda sicakliginda

karanlikta saklanir.

% 10 Amonyumpersiilfat

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi, polimerizasyon baslaticisi.
Amonyumpersiilfat......................o 0.1 gr

Deiyonize su.........coovviiiiiiiiiiiiiiinnnan. 1 ml’ye tamamlanir.

Kullanilmadan hemen ©nce hazirlanir, amonyumpersiilfat, deiyonize su icinde

cozdiiriilerek
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5X Kosturma tamponu (pH 8.3)
Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi.

TriS Base....ouviviiiieii i 3.75 gr

GLSIN. .. 18 gr

Sodyum dodesil siilfat........................... Ser

Deilyonize su .......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiin 250 ml’ye tamamlanir.

Kullanimdan hemen 6nce, tris base, glisin ve SDS tartilip 250 ml.’lik balon jojeye
konularak deiyonize su ile ¢ozdiiriiliir. Hazirlanan ¢ozeltinin pH’1 1 N NaOH veya
1 N HCL kullanarak 8.3’e ayarlanir. Tampon 5X olarak hazirlandig1 icin

kullanilmadan once 5 kez sulandirilarak 1X’e ayarlanir.

2X Ornek uygulama tamponu (0.125 M Tris, % 4 SDS, % 20 Gliserol, % 10
2-merkaptoetanol, % 0.2 Bromfenol mavisi pH 6.8)

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi.

IMITIIS «oeeiei e, 2.5 ml

D10 SDS...ooi 4 ml
Gliserol.......coooviiiiiiii 2ml
2-merkaptoetanol.................ooo, 1 ml

Bromfenol mavisi..............coooiiiiii 0.02 gr

Deiyonize SU........oovvveiiiviiiiiiiiiiiannnnnn 10 ml’ye tamamlanir.

Yukaridaki maddeler deiyonize su i¢inde karistirilip ¢cozdiiriiliir ve pH’ 6.8’¢ 1 N
HCL ile ayarlanir. Hazirlanan c¢o6zelti kiiciik eppendorflara esit hacimlerde

bolinerek -20°C’de saklanir.

Boyama cozeltisi

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi, jel boyanmasi.

Coomassie Brillant Blue........................ 1 gr.

Metanol ........ooeiiiiiiiii 500 ml

Glasiyel asetik asit............covviiiiiineinnnn. 100 ml

Deiyonize su.........cooviiiiiiiiiiiiiiiiin 1 litreye tamamlanmustir.

Boya ¢oziildiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan filtre edilerek karanlikta

oda sicakliginda saklanir.
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Yikama cozeltisi

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyji, jel yikanmasi.

Y (5171116 ) E 125 ml
Glasial Asetik ASit.....coovvviiiiiiiinininneennn. 175 ml
Deilyonize su.......c.ccooviiiiiiiiiiiiiiii, 2200 ml

Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda, karanlikta saklanir.

Genis molekiiler agirlikh protein standart (6.5 — 205 kDa)

Kullanim amaci: SDS- PAGE deneyi, jelde bant analizinde standart olarak.

MIYOZIN .o 205.0 Kilo Dalton (kDa)
B-Galaktosidaz............cooveviiiiiiiiiinninnn. 116.0
Fosforilaz b..........c..ooo, 97.0
Laktoferrin.............ooooeiiiiiiiiiiiiin, 90.0
Si1gir serum albumin.................o 66.0
Glutamik dehidrogenaz......................... 55.0
Ovalbumin...........coooeiiiiiiiiiiiiiii. 45.0
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz........... 36.0
Karbonik anhidraz............................... 29.0
TrIPSINOJEN. .o, 24.0
Tripsin inhibitor..................ocoooiinn. 20.0
a-laktalbumin...............oo 14.2
AProtinin......oo.vvueiiiiiiniiiii i 6.5

Yukaridaki icerige sahip standart protein kiti 100 pl steril deiyonize su iginde

cozdiiriilerek, esit hacimlerde eppendorf tiiplere boliiniir ve -20 °C’de saklanir.

Diisiik molekiiler agirlikhi protein standart (6.5 — 66 kDa)
Kullanim: SDS- PAGE deneyi, jelde bant analizinde standart olarak.

S1g1r serum albumin.......................... 66.0

Glutamik dehidrogenaz......................... 55.0
Ovalbumin..............oiviiiiiiiiiin.. 45.0
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz........... 36.0

Karbonik anhidraz..............ccoooevvviio.... 29.0
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TrIPSINOJEN. . e, 24.0
Tripsin inhibitor...................cc 20.0
a-laktalbumin...............o 14.2
AProtinin.......ooevviieiiiiiiiiii e, 6.5

Yukaridaki icerige sahip standart protein 100 pl steril deiyonize su iginde

cozdiiriilerek, esit hacimlerde eppendorf tiiplere boliiniir ve -20 °C’de saklanir.

2.2. Yontem

2.2.1. Stok konak E. kuehnielle Kiiltiirlerinin yetistirilmesi

Bu c¢alismada kullanilan un giivesi E. kuehniella Kkiiltiirlerinin
olusturulmasinda ana kaynagi, 19 Mayis Universitesinden saglanan ergin disi ve
erkek bireyler olusturmustur. Un giivesi, 25+2 °C sicaklikta, % 60+10 bagil
nemde ve siirekli fotoperyot uygulanan etiivlerde yetistirilmistir. Besin olarak, 2:1
oraninda bugday kepegi ve undan olusan karisim 60°C’de 3 saat steril edildikten
sonra kullanilmistir. Hazirlanan besin 500 ml’lik cam kavanozlara konularak, her
bir cam kavanoza yaklasik 10’ar adet erkek ve disi ergin bireyler konulmustur.
Kavanozlar cift kath tiilbent ile kapatilarak etiketlenmistir. Bu islemler her ii¢
giinde bir tekrarlanarak Ephestia kiltiriiniin devamliligi saglanmistir. Bu
kiiltiirlerden yaklasik 20-30 giin sonra olgun larvalar ve 35-40 giin sonrada ergin
bireyler ortaya c¢ikmaya baslamistir. Ergin bireylerden yeni kiiltiirler
hazirlanirken, olgun larvalarin bir kismi deneyler icin ve bir kismi da parazitoid

B. hebetor kiiltiirlerinin olugturulmasi i¢in kullanilmastir.

2.2.2. Stok parazitoid B. hebetor Kkiiltiiriiniin yetistirilmesi

Bu calismada kullanilan B. hebetor Xiiltiirlerinin kurulmasinda ana
kaynagi, 19 Mayis Universitesinden saglanan ve E. kuehniella’nin parazitlenmis
larvalarindan elde edilen ergin disi ve erkek bireyler saglamistir. B. hebetor 25 £ 2
°C sicaklikta, % 55 + 10 bagil nemde ve siirekli fotoperyot uygulanan etiivlerde
yetistirlmigtir. Bu yetistirme ortamlarinda erginlerin beslenme gereksinimlerini

saglayacak olan beslenme cozeltilerini % 50 oraninda sulandirilmis ve otoklavda
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steril edilmis c¢icek bali olusturmustur. Bu c¢ozelti nohut biiyiikliigiindeki
pamuklara emdirilerek ergin bireylere verilmistir. Pupadan cikan ergin disi ve
erkek ciftlerinin her biri 1x16 cm biiyiikliigiindeki cam tiiplere alinmislardir. Bu
bireylerin beslenmelerine devam edebilmeleri icin % 50 bal solusyonuna
emdirilmis birer pamuk taneleri de cam tiiplere aktarilmistir. Disilerin ¢iftlestikten
sonra yumurta birakabilmeleri icin konak Ephestia’nin son dénem olgun
larvalarindan her tiipe bir tane olacak sekilde konulmustur. Bu tiiplerin agzi
ortasinda pamuk bulunan ince kumas pargasi ile kapatilmistir. Bu islemler her iki
giinde bir tekrarlanarak hem kiiltiiriin devami saglanmistir hem de caligmalar icin
yeterli miktarda bireyler elde edilmistir Her bir deney serisi igin parazitleme
isleminden 24 ve 48 saat sonra onbeser adet konak larvasindan hemolenf
toplanmistir. Hemolenf toplamak i¢in kullanilmayan parazitlenmis larvalardan ise
yaklagik 9-13 giin sonra yeni ergin disi ve erkek parazitoid bireyler ortaya
cikmistir. Bu yeni bireyler de aynmi islemler yapilarak parazitleme ve Kkiiltiiriin

devamlilig i¢in kullanilmiglardir.

2.2.3. Hemolenf 6rneklerinin toplanmasi

B. hebetor’un parazitlemek icin kullandigi son donem olgun konak
larvalarindan parazitlenme gerceklestikten 24 ve 48 saat sonra hemolenf
toplanmistir. Deneysel kontrol amaciyla parazitlenmemis olgun konak

larvalarindan da hemolenf toplanmustir.

2.2.3.1 Parazitlenmemis konak larvalarindan hemolenf toplanmasi

Bu calismada yapilan her bir deney i¢cin on bes adet konak larvasi
kullanilmistir.  Konak larvalar1 -20°C’de 10 dakika tutularak anestezi
edilmislerdir. Anestezi isleminden sonra larvalarin yiizeyi % 70’lik etil alkolde
yaklasik 5 dakika siireyle tutularak steril edilmisler ve distile su ile 5 dakika
sireyle yikanmiglardir. Yikanma isleminden sonra kurutma kagidi iizerine
konulan larvalar isaret ve bas parmak arasinda c¢ok fazla sikmadan tek tek

tutularak larvanin  6n abdomen ekstremitelerinden iiclincii  ekstremite



20

belirlenmistir (Sekil 2.1). Bu bacak kaide bolgesinden steril bir cerrahi ince uclu
makas ile kesilmistir. Kesme isleminden hemen sonra bacagin kaidesinde bulunan
mikrokapiller damarlardan ortaya ¢ikan yesil renkli damla halindeki hemolenf,
mikropipet ile c¢ekilerek buz icinde bekleyen 1.5 ml’lik eppendorf tiip igine
alinmustir. Tek bir larvadan yaklasik 2-3 pl hemolenf elde edilmistir. Hemolenf
toplamada kullanilan ve buz i¢inde bekleyen tiim eppendorf tiiplerin igerisine, cok
az bir miktarda kristal 1-fenil-2-tioiire konulmustur. Bu sekilde yeterli miktarda
hemolenf toplandiktan sonra hemolenf 6rnekleri, eppendorf santrifiijde +4°C’de
10.000 g’de 10 dakikada santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant
boliimiinde bulunan hemolenfin plazma kismi, hizli bir sekilde steril bir eppendorf
tibe alinmistir. Bu plazma Ornekleri, protein konsantrasyonlari ve protein
bilesimleri belirleninceye kadar kontrol ornekleri (K) seklinde etiketlenip

toplanma tarihi yazilarak -20°C’de saklanmislardir.

&

Sekil 2.1. E. kuehniella olgun larvasindan hemolenfin alindig: ti¢iincii 6n abdomen ekstremitesi.

2.2.3.2. Parazitlenmis konak larvalarindan hemolenf toplanmasi
Bu islemler i¢in iki farklt grup olusturulmustur. Birinci grupta,

parazitlenme iizerinden 24 saat gecmis on bes adet konak larvasindan hemolenf
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toplanmustir. ikinci grupta ise parazitlenme iizerinden 48 saat gecmis on bes adet
konak larvalar1 kullanilmistir. Konak larvalar1 parazitoid B. hebetor tarafindan
paralize edildikleri i¢in her iki grupta da larvalara anestezi islemi yapilmamistir.
Direkt olarak larvalarin sterilizasyonu islemine gecilmistir. Sterilizasyonda
parazitlenmis larvalarin dis ylizeyinde parazitoid yumurta ve larvalarma ait
yapilarin kalmamasina dikkat edilmistir. Bu yiizden larvalar % 70’lik etil alkolde
5 dakika siireyle tutulduktan sonra steril distile su igerisinde 10 dakika siiresince
yikanmiglardir. Her iki grup icin de hemolenf toplanmasi kontrol érnekleri icin
anlatildig sekilde yapilmistir. Santrifiijden sonra temiz eppendorf tiiplere alinan
plazma Ornekleri 24 ve 48 saatlik grup olarak, alimis tarihleri etiketlendikten

sonra analiz edilinceye kadar -20°C’de saklanmiglardir.

2.2.4. Total hemolenf protein analizi

Toplanan hemolenf oOrneklerindeki total protein konsantrasyonun
belirlenmesi amaciyla Bradford (Boya-Baglama veya Coomasie brilliant blue)
yontemi kullanilmistir [35]. Bu yontemde Coomassie brilliant blue G-250
boyasinin, farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde 595 nm’de mavi renk
ortaya koymasi esasindan yararlanilmistir. Standart protein stogu hazirlandiktan
sonra konsantrasyonlar1  bilinen protein ¢ozeltileri  hazirlanmasi  igin

spektrofotometreye gerekli parametreler kaydedilmistir.

2.2.4.1 Spektrofotometrenin sifirlanmasi icin kor ¢ozeltinin hazirlanmasi

Kor cozelti tek kullanimlik protein kiivetinde hazirlanmistir. Kiivete 500
pul Coomassie Brilliant Blue G-250 ve 500 pl deiyonize su konularak,
karigtirnlmistir. Hazirlanan kor, 5 dakika siireyle bekletildikten sonra 595 nm’de
spektrofotometrede okutulmus ve spektrofotometre sifirlanmistir. Biitiin okumalar

kore kars1 yapilmustir.
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2.2.4.2. Standart egrinin hazirlanmasi

Standart egri grafiginin ¢ikarilabilmesi ve kaydedilmesi icin 7 adet tek
kullammmlik protein kiivetine cizelge 2.1°de verilen Olgiilerde standart protein

cozeltileri hazirlanmagtir.

Cizelge 2.1 Standart protein ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan miktarlar

Kiivet No | 1 2 3 4 5 6
BSA | 5ul | 10pl | 20pul | 40ul | 60pl | 80pl
Distile su | 495 pl | 490 ul | 480 pul | 460 pl | 440 ul | 420 pl

Coomassie
Brilliant Blue | 500 pul | 500 pul | 500 ul | 500 ul | 500 ul | 500 ul
G-250

Her kiivet tablodaki gibi hazirlanip, kanistirildiktan sonra 5 dakika siireyle
beklenmistir. Bes dakikanin sonunda birinci kiivetten baslanarak tiim kiivetler
kore karst 595 nm’de okunmustur. Deney sonunda tiim kiivetlerdeki protein
miktarlarinin okuma degerleri (Absorbans degerleri) ve konsantrasyon (ug/ml)

degerleri belirlenmistir.

2.2.4.3. Hemolenf o6rneklerinin total protein analizi

Analizler icin toplanan ve islem goren hemolenf ornekleri -20°C’den
¢ikarildiktan sonra buza alinmuslardir. Ug farkli tek kullammlik kiivet kontrol,
parazitlenmis 24 saatlik ve parazitlenmis 48 saatlik olarak etiketlenmislerdir.
Etiketlenen her bir kiivete 1:10 oraninda sulandirilmis kendi hemolenf
orneklerinden 10 pl alinarak iizerlerine 490 ul deiyonize saf su ve 500 pl
Coomassie Brilliant Blue G-250 konulmustur. Hazirlanan ornekler 5 dakika
bekletildikten sonra kore karst 595 nm’de okutulmustur. Bu analiz icin
“Eppendorf Biophotometer” kullanilmistir. Deney sonunda spektrofotometrede
kayith olan standart egriye bagli olarak hemolenf 6rneklerindeki total protein
konsantrasyonu belirlenmistir. Bu konsantrasyon degerlerine uygun olarak da jele

yiikleme yapilmustir.
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2.2.5. Hemolenf orneklerinin elektroforetik analizi

Toplanan hemolenf Orneklerindeki protein bilesiminin belirlenmesi
amaciyla yapilan elektroforez islemi Laemmli (1970)’e gore yapilmistir. Bu
yontemde “Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforetik (SDS-PAGE)”

ayirim yontemi kullanilmistir [36].

2.2.5.1. Elektroforez icin protein érneklerinin hazirlanmasi

Analizler i¢in toplanan ve islem goren hemolenf ornekleri -20°C’den
cikarildiktan sonra buza alinarak steril deiyonize su ile 1:10 oraninda
sulandirilmiglardir.  Spektrofotometrik  sonuglar ~ kullanilarak  sulandirilmig
orneklerden her bir kuyucukta 20 pug olacak sekilde hesaplama yapilmistir. Bu
sonuglara gore ornek alinarak, iizerlerine hemolenfin ii¢ kat1 oraninda 6rnek
yiikleme tamponu eklenerek eppendorf i¢indeki son hacim steril distile su ile
30ul’ye tamamlanmistir. Eppendorflar icerdikleri hemolenfe gore etiketlenerek,
100 °C’de kaynatilmis su icinde bes dakika siireyle bekletilmislerdir. Bu siirenin

sonunda hemolenf 6rnekleri yiikkleme jelindeki kuyucuklara yiiklenmislerdir.

2.2.5.2. Jellerin hazirlamsi

% 11 Ayirma jeli (5 ml)

Akrilamid / Bis akrilamid (% 30).............. 1.835 ml
Distile SU.....ooeiiii 1.763 ml
ISMTrispH: 8.8..ccviiiiiiin 1.3 ml
D10 SDS...ooi 0.05 ml
Amonyum Persiilfat (APS)..................... 0.05 ml
Tetra Etil Metilen Daimin (TEMED)......... 0.002 ml

Yukaridaki ¢ozeltilerden APS ve TEMED haricindekiler steril bir cam

behere konulduktan sonra karistirilmis ve vakumlu hava ile karistmin havasi
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alinmistir. Bu islemden hemen sonra APS ve TEMED hizli bir sekilde ilave edilip
karistirllmistir. Elde edilen karisim Mini Jel elektroforezin 0.75 mm araliga sahip
iki cam plag arasina dokiilerek, iist kisma jelin yiizeyinin diiz olmasi ve
polimerizasyon i¢in iist kisma su ile doyurulmus n-biitanol dokiilmiistiir. Bu

islemler tamamlandiktan sonra polimerizasyon i¢in beklenmistir.

% 5 Yiikleme jeli (3 ml)

Akrilamid / Bis akrilamid (%30).............. 0.5ml
Distile su......cooooiiiiiiiiii 2.1 ml
IMTrispH: 6.8..ccoiiiiiis 0.38 ml
D10 SDS...ooi 0.03 ml
Amonyum Persiilfat (APS)..................... 0.03 ml
Tetra Etil Metilen Daimin (TEMED)......... 0.003 ml

Ayirma jeli polimerizasyonu tamamlandiktan sonra, jelin lizerinde bulunan
n-biitanol distile su ile yikanmistir. Bu yikama islemi {ic kez tekrarlanarak n-
biitanoliin iyice uzaklagmasi saglanmistir. Yiikleme jeli i¢cin hazirlanan yukaridaki
karisim, ayirma jelinin iizerine dokiilerek hemen tarak yerlestirilmistir ve
polimerizasyonun tamamlanmasi beklenmistir. Polimerizasyon gerceklestikten
sonra cam plaklar elektroforez tankina yerlestirilerek taragin meydana getirdigi

cukurluklarin seviyesini gececek sekilde 1X kosturma tamponu konulmustur.

2.2.5.3. Hemolenf érneklerinin uygulanmasi ve elektroforez islemi

1X tamponu elektroforez tankina konulduktan sonra tarak bir uctan
baslayarak kuyucuklarin bozulmamasina dikkat edilerek yavasca kaldirilmistir.
Tarak cikartildiktan sonra bosalan kuyucuklar tampon ile doldugundan akimin
tam olarak gecmesi icin elektroforez tankina bir miktar daha 1X kosturma
tamponu eklenmistir. Daha sonra kuyucuklardan dordiincii  kuyucuga
mikropipetor ile (6rnek uygulama tamponu ile 3:1 oraninda hazirlanmis) genis
aralikli (Wide range sigma) molekiiler agirlik standardindan (MW) 10 pl
yiikklenmistir. besinci kuyucuga diisiik agirlikli molekiiler agirlik standardindan

(low range Sigma) (LM) 10 pl (6rnek uygulama tamponu ile 3:1 oraninda
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hazirlanmig) yiiklenmistir. Birinci kuyucuga 4.2 boliimiinde anlatildigr gibi
hazirlanmis kontrol grubuna ait hemolenf ornegi 10 pl yiiklenmistir. Ikinci
kuyucuga yine 4.2 boliimiinde anlatildigr gibi hazirlanmis 24 saatlik gruba ait
hemolenf 6rnegi 10 ul yiiklenmistir. Uciincii kuyucuga ise 4.2 boliimiinde
anlatildigr gibi hazirlanmis 48 saatlik gruba ait hemolenf 6rnegi 10 pl
yiklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra tankin kapag:i kapatilarak
sistem giic kaynagina baglanmistir. Jelin yiiriimesi sirasinda, boya, yilikleme
jelinden ayirma jeline gelene kadar giic kaynag 90 volta, ayirma jelinden sonra
120 volta ayarlanmistir. Yaklagik 2.5 saat kadar jel yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme islemi
sonlandirildiktan sonra jel, cam plaklar arasindan c¢ikartilarak kapakli plastik bir
kaba alinmistir ve boyama islemine gecilmistir. Jelin iizerini tamamen kaplayacak
sekilde boyama c¢ozeltisi dokiilerek jel, bu sekilde bir gece boyunca 20
devir/dakika hizinda calkalanarak boyanmistir. Gece boyunca boyanan jeldeki
boyama ¢ozeltisi dokiilerek jel 1 saat boyunca yikama ¢ozeltisinde ¢alkalanmistir.
1 saat sonra yikama cozeltisi dokiilerek tekrar yikama ¢ozeltisi ilave edilmis ve jel
1 saat daha yitkanmustir. Bu islem jelin zeminindeki boya tamamen cikana kadar
bu sekilde devam ettirilmistir. Yikama islemi sona erdikten sonra jel iizerindeki
bantlarin molekiiler agirliklarinin  hesaplanmasi i¢i jelin X-ray fotografi

cekilmistir. Daha sonra bu jel % 7 asetik asit ¢cozeltisi icinde saklanmistir.

2.2.5.4. Fotografi cekilen jeldeki bantlarin molekiiler agirhklarimin

hesaplanmasi

Bu analizler icin polipeptidlerin, molekiiler agirliginin logaritmasi ile
jeldeki rolatif go¢ hizlarnn (R¢ degerleri) arasindaki dogrusal iliski esasindan
yararlanilmistir. Jeldeki go¢ hizinin bir fonksiyonu olan Rolatif go¢ hizi (R
degeri), jelin iist kismindan bandin bulundugu yere kadar olan uzakligin, jelin iist
kismindan isaret boyasinin oldugu yere kadar olan uzakliga olan oramidir. Bu
formiile uygun olarak standart proteinlerin Ry degerleri belirlenmistir ve
milimetrik kagidin ordinat bolgesine yazilmistir. Bu proteinlerin molekiiler
agirliklart da absise yerlestirilerek standart bir grafik elde edilmistir. Hemolenf

orneklerine ait bantlarin da Ry degerleri ayni1 sekilde ol¢iilmiislerdir ve standart
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grafik iizerindeki dogruda kesistirilerek bu bantlarin tahmini molekiiler agirliklar
tespit edilmistir. Ayrica fotografi ¢ekilmis olan jelin {izerindeki protein bantlarinin
molekiiler agirliklart ve densitometrik analizleri Gel-Pro Analyzer Version:4

programi kullanilarak % 99 hassasiyetle tekrarlanmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Parazitlenmis ve parazitlenmemis konak hemolenf 6rneklerinde

spektrofotometrik yontem ile belirlenen total protein degisimi

Bu calismada B. hebetor tarafindan parazitlenen konak un giivesi E.
kuehniella’nin larval hemolenf ornekleri, parazitlenmeden 24 ve 48 saat sonra
alinmistir. Calismada kontrol grubu olarak parazitlenmemis konak un giivesi E.
kuehniella larvalarindan alinan hemolenf 6rnekleri kullanilmistir. Bu 6rneklerin
total protein analizleri 595 nm’de spektrofotometrik olarak yapilarak protein
miktarlar1 (ug/ul) belirlenmistir. Calisma sirasinda yapilan tiim analizler ii¢ kez
tekrarlanmis ve sonuclarin aritmetik ortalamasi alinmistir.  Sekil 3.1°de
gosterildigi gibi son dénem E. kuehniella larvalarina ait hemolenfin 257.6 ug/ul
protein icerdigi belirlenmistir. Parazitlenmis konak orneklerinde ise hemolenfin,
parazitlenmeden 24 saat sonra 235.6 pg/ul, 48 saat sonra 210 pg/ul protein
icerdigi belirlenmistir.

Sekil 3.1°de de goriilecegi gibi, parazitlenmeye bagli olarak larval konak
hemolenfindeki total protein miktar1 belirgin bir diigme gostermistir.

270-

240+ ——

210+ (—|

180+

150+
Mg/l

120+

90+

Total protein miktari

60+
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0

1 2 3
Sekil 3.1. Parazitlenmeye bagl olarak E. kuehniella larvalarinin hemolenfindeki total protein
degisimi. (1) parazitlenmemis konak hemolenfi, (2) parazitlenmeden 24 saat sonra konak

hemolenfi, (3) parazitlenmeden 48 saat sonra konak hemolenfi.
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3.2 SDS-PAGE yontemi ile belirlenen parazitlenmis ve parazitlenmemis

konak hemolenf érneklerindeki protein degisimi

Parazitlenmis ve parazitlenmemis larvalara ait hemolenf orneklerindeki
protein degisimlerinin belirlenmesi poliakrilamid sodyum dodesil siilfat (SDS-
PAGE) elektroforetik yontemi kullanilarak yapilmistir. Bu  yOntemin
standartizasyon caligmalarinda farkli por capi araligma sahip ayirma jelleri
kullamilmistir.  Yapilan denemeler i¢inde hemolenf proteinlerinin en 1iyi
elektroforetik ayirimi, % 11 gozenek degerine sahip ayirma jelinde saglanmistir.
Bu nedenle % 11°lik ayirma jeli iizerinde yiiriitiilmiis olan protein bantlarinin
analizi yapilarak sonuglar degerlendirilmistir.

Sekil 3.2’de parazitlenmis ve parazitlenmemis konak hemolenf
proteinlerinin SDS-PAGE analiz sonuglar1 gosterilmistir. Jel {izerinde toplam 24
bant belirlenmis ve tiim bantlarin molekiiler agirliklar analiz edilmistir.

Parazitlenmis ve parazitlenmemis konak E. kuehniella’nin son donem
larval hemolenf proteinlerinin densitometrik analizleri Gel-pro analyzer Version:4
programi kullanilarak yapilmistir ve analiz sonuclan sekil 3.3, 3.4 ve 3.5 ‘de
verilmistir. Sekil 3.6’da da parazitlenmis ve parazitlenmemis konak hemolenf
proteinlerinin densitometrik analizleri karsilastirmali olarak gosterilmistir. Bu
sekillerde protein bantlar1 ¢izelge 3.1’deki numaralarina gore siralanmustir.

Hemolenf proteinlerindeki densitometrik farkliliklarin parazitlenmemis
konak larvalarindaki protein degerlerine gore %’lik degisimleri cizelge 3.1°de
gosterilmistir.

Sekil 3.2’de gosterildigi gibi parazitlenmis ve parazitlenmemis konak
hemolenfi, ortak protein profiline sahip olup parazitlenmeye bagli yeni bir protein
bandi ortaya ¢cikmamistir. Ancak densitometrik analiz sonuclarinda (¢izelge 3.1)
da gosterildigi gibi parazitlenmeye bagl olarak bazi proteinlerde belirgin artis
belirlenmistir. Ayrica bazi1 protein bantlarinda parazitlenmenin siiresine bagh

olarak degisiklik meydana gelmemistir.
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Kontrol
24 Saat

| 48 Saat
Standart (G.A.)
Standart (D.A.)

= 14.2

Sekil 3.2. B. hebetor tarafindan parazitlenmis ve parazitlenmemis FE.kuehiella larvalarinda
hemolenf proteinlerinin SDS-PAGE analizi. Kontrol: Parazitlenmemis konak hemolenfi, 24 saat:
Parazitlenmeden 24 saat sonra konak hemolenfi, 48 saat: Parazitlenmeden 48 saat sonra konak
hemolenfi, Standart (G.A): Genis aralikli protein standart, Standart (D.A): Diistik aralikli protein

standart.
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Sekil 3.3. Parazitlenmemis E. kuehniella larvalarinda hemolenf proteinlerinin densitometrik analizi. O.D; Optik densitometri, M.A; Molekiiler agirlik.
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Sekil 3.4. E. kuehniella larvalarinda parazitlenmeden 24 saat sonra, hemolenf proteinlerinin densitometrik analizi. O.D; Optik densitometri, M.A; Molekiiler
agirhik.
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Sekil 3.5. E. kuehniella larvalarinda parazitlenmeden 48 saat sonra, hemolenf proteinlerinin densitometrik analizi. O.D; Optik densitometri, M.A; Molekiiler
agirlik.
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Sekil 3.6. Parazitlenmis ve parazitlenmemis E. kuehniella larvalalarinda bulunan hemolenf proteinlerinin densitometrik olarak karsilastirmali analizi (Kirmizi;
parazitlenmemis, Yesil; parazitlenmeden 24 saat sonra, Mavi; parazitlenmeden 48 saat sonra). O.D; Optik densitometri, M.A; Molekiiler agirlik
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Cizelge 3.1. Ektoparazitoid B. hebetor tarafindan parazitlenen konak E. kuehniella larvalarinin
hemolenf proteinlerindeki densitometrik farkliliklarin parazitlenmemis konak larvalarindaki
protein degerlerine gore %’lik degisimleri. 24 saat: parazitlenmeden 24 saat sonraki hemolenf
proteinlerinin % degisimleri, 48 saat: parazitlenmeden 48 saat sonra hemolenf proteinlerinin %

degisimleri ( +; protein miktarinda artig, -; protein miktarinda azalma).

BANT NUMARASI MOLEKUER 24 SAAT 48 SAAT
AGIRLIK (kDa) DEGISIKLIK % DEGISIKLIK %
1 229.9 16 - 30 -
2 215.6 14 - 19 -
3 75.0 13 - 19 -
4 64.0 11 - 28 -
5 61.6 20 - 36 -
6 58.1 32 - 37 -
7 57.4 23 - 42 -
8 55.3 66 - 66 -
9 52.0 15 + 16+
10 49.5 31 - 38 -
11 44.6 11+ 17 +
12 41.2 24 - 32 -
13 394 51 - 62 -
14 37.2 50 - 58 -
15 35.6 62 - 75 -
16 34.7 40 - 60 -
17 33.9 61 - 66 -
18 29.6 69 - 71 -
19 27.6 11 - 29 -
20 24.6 8+ 21 -
21 23.8 12 - 33 -
22 23.1 55 - 49 -
23 19.0 17 + 7+
24 15.1 13 - 28 -
25 14.5 100 - 100 -

Parazitlenmeye bagli olarak % 50’nin iizerinde azalma veya artis gosteren proteinlerin molekiiler

agirliklar: koyu renkli gosterilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, ektoparazitoid B. hebetor’un konag E. kuehniella’nin
hemolenf proteinleri iizerine olan etkileri spektrofotometrik ve elektroforetik
olarak kalitatif ve kantitatif yonlerden arastirilmistir. Calismada ortaya konulan
sonuglara gore parazitligin konak hemolenfi iizerinde kantitatif yonlerden etkli
oldugu belirlenmistir.

Daha once yapilan calismalarda da parazitoidlerin konaklarinin fizyolojik ve
endokrinolojik faaliyetleri tizerine etkili olduklari belirlenmistir. Bu ¢aligmalarda
genel olarak parazitligin karbohidrat, protein, amino asit ve yag asitlerinin
konsantrasyonu iizerine etkileri arastirilmistir [ 15-20, 38].

Hymenopter  parazitoidlerin =~ bircogunun  konaklarinin ~ hemolenf
kompozisyonunda  degisiklik meydana  getirdigi  yapilan  calismalarla
gosterilmistir. Bu ¢alismalarda Lepidoptera larvalarinin Braconid ve Ichneumonid
parazitoidler tarafindan parazitlenmelerinin yaninda, parazitligin konak plazma
proteinleri iizerinde meydana getirdigi degisiklikler belirlenerek, konak
fizyolojisine olan etkileri ortaya konulmustur [16-18, 20, 26, 29]. Ancak bu
calismalarin bir ¢ogunda endoparazitiodler ile konaklari arasindaki iligkiler
arastirllmistir.  Bu  durumun nedenleri ise endoparazitoidlerin, konagin
hemolenfinden direkt olarak beslenmeleri ve parazitleme sirasinda konagin
savunma sistemini baskilayici protein yapida yeni bilesikler enjekte etmelerinden
kaynaklanmaktadir.

Endoparazitoidlik  konak boceklerin fizyolojik ve biyokimyasal
fonksiyonlar1 tizerinde etkili olmasinin yaninda parazitoidin davranigsal, hormonal
ve gelisimsel oOzellikleri {izerinde belirgin degisikliklere neden olmaktadir.
Giiniimiizde biyokimyasal ve molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla birlikte
ozellikle endoparazitlerin konagin protein sentezi tizerindeki etkileri yaygin olarak
calisilmaktadir. Parazitlige bagli olarak ortaya ¢ikan yeni proteinler bu tekniklerin
gelistirilmesiyle bir cok calismada belirlenmistir. Bu c¢alismalarin amaci
parazitlenmis bocekte biiyiik degisiklikler gdsteren protein ve peptidlerin, parazit
konak iligkisi icin biyolojik agidan ne kadar 6nemli oldugunu gostermektir [18].

Bu calismada daha onceden endoparazitoidler ile konak arasinda gosterilen bu
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degisikliklerin  ektoparazitoidler ile konaklar1 arasinda da gerceklesip
gerceklesmedigi belirlenmistir. Caligmada belirlenen sonuclara gore, B. hebetor
tarafindan parazitlenmis ve parazitlenmemis konak larvalarinin hemolenf protein
profillerinde degisiklik bulunmamistir. Daha once yapilan benzer ¢alismalarda
parazitlenmis  larvalarin  hemolenflerinde  bulunan  bazi  proteinlerin
parazitlenmemis larvalarda bulunmadig gosterilmistir [9, 15-18, 20, 23, 31, 39,
40]. Ancak baz1 ektoparazitoid tiirlerle yapilan ¢alismalarda da parazitlige bagh
olarak spesifik yeni proteinler tespit edilmemistir [32, 41-45]. Bu sonuglar
yapilan ~ bu  calismayr  desteklemenin  yaninda  ektoparazitoidlerin,
endoprazitodlerin ¢cogunda oldugu gibi konagina spesifik polydnaviriis enjekte
ederek konagin immun sistemini baskilamadig goriisiinii giiclendirmektedir. Tiim
bu nedenlerden dolayi, parazitoid — konak arasindaki fizyolojik iliskiler
endoparazitoidlerde, ektoparazitoidlere = gdre daha  belirgin  degisiklik
gostermektedirler.

Yapilan bir baska calismada ektoparazitoid B. hebetor (Habrobracon
hebetor) tarafindan parazitlenen konak Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalarinin hemolenf proteinlerinde de parazitlenmeye bagli olarak
0zel yeni bir protein belirlenmemistir [32].

Endoparazitoid Glyptapantales liparidis (Hymenoptera: Braconidae)
tarafindan parazitlenen Lymantria dispar (Lepidoptera: Liymantriidae)
larvalarinin hemolenf proteinleri iizerinde yapilan bir calismada ise, konak
larvalarinin hemolenf proteinleri elektroforetik olarak ayrilmis ve polypeptit
profillerinin parazitlenmemislere gore farkli oldugu belirlenmistir. Parazitlenmis
larvalarin hemolenflerinde, parazitlige 6zel olan yaklasik 80 kDa agirliginda ek
bir protein bandi1 bulunmustur [15].

Endoparazitiod Cotesia congregata (Hymenoptera: Braconidae) ile yapilan
baz1 calismalarda da parazitlenen konak Manduca sexta (Lepidoptera:
Sphinginae) larvalarinin hemolenf oOrneklerinde 33 kDa’luk bir protein
belirlenmistir. Bu proteinin C. congregata’nin ovaryum kaliksinden salinmis olan
Polidnaviriis’iin enjekte edilmesiyle ortaya ciktigi belirlenmistir. Bu proteinin
endoprazitiod yumurtalarinin konak tarafindan uzaklastirilmasint engelledigi

belirlenerek parazitoidin bu sayede konak metabolizmasini kendine uygun
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bicimde regiile edebildigi bildirilmistir. Ayrica parazitlenmis larvalarda,
vitellogen sentezi ¢ogunlukla engellenmis ve premetamorfik evrelerde arilforin
(depo proteini) sentezi onlenmistir. Sonuclarin parazitoidlerin konak boceklerde
protein sentezi ve kullanimi iizerine bir cok etkisinin oldugunu gostermekte
oldugu ileri siiriilmiistiir [17, 18, 20]. Ayn1 amagla yapilan bagka bir ¢calismada da
bu proteinlerin glikoprotein yapisinda oldugu belirlenmistir. Konaga enjekte
edilen bu glikoproteinlerin patojenite olusumunu ve enzimatik aktiviteyi,
belirledigini bunun yaninda konak i¢in potansiyel zararli olarak parazit
beslenmesine katkida bulunduklar1 gosterilmistir [46].

Genel olarak bir¢ok endoparazitoid, ektoparazitoidlerde olmayan ovaryum
kaliks sivisina sahiptirler ve bu sivi 29-36 kDa agirliginda protein gruplar
icermektedir. Bu proteinler disi iireme organinda sentezlenerek ovipozisyon
sirasinda konaga enjekte edilmektedirler [46].

Bu calismada idiobiont ve gregar bir ektoparazitid, B. hebetor tarafindan
parazitlenen E. kuehniella larvalarinin hemolenf plazma proteinlerinin total
miktarinda, parazitlenmemis hemolenf 6rneklerine gore bir azalma belirlenmistir
(Sekil 3.1.). Protein miktarindaki bu azalma biiyiik miktarlarda olmamakla birlikte
parazitlenmeden 48 saat sonra daha belirgindir. Hemolenf proteinlerindeki bu
genel azalma cesitli faktorlere bagli olabilir. Bu nedenlerden birisi, disi
parazitoidin yumurta verimini artirmak i¢in konaginin hemolenfinden bir miktar
beslenirken hemolenf proteinlerinide almasi olabilir.

Hymenoptera takimina ait bir¢ok parazitoid tiiriin konaklarini sadece
tiremek icin kullanmadig1 aym1 zamanda konak ile beslenebildigi ve beslenmenin
parazitoidin yumurta iiretimini saglamak i¢in gerekli oldugu daha 6nce yapilan
calismalarda belirlenmistir [33, 34]. Kilincer (1976), konak kaniyla beslenmis
parazitoit B. hebetor disilerinin yumurtaliklarinda birakilmaya hazir 8 adet
yumurta varken, beslenmemis disi parazitoitlerin yumurtaliklarinda ise sadece 2
adet burusuk olgun yumurta bulundugunu bildirmistir. Bir bagka calismada da
parazitoit B. hebetor disilerinin de bir¢ok parazitoid tiiriinde oldugu gibi konaktan
beslendikleri bildirilmistir. Parazitoid B. hebetor disilerinin konagini Once
ovipozitdriyle paraliz ettikleri daha sonrada beslenmeye basladiklari

belirlenmistir [33]. Daha once yapilan bu caligmalar, hemolenf proteinlerindeki
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azalmanin disi parazitoidin hemolenften beslenmesine bagli olabilecegini
desteklemektedir. Bunun yaninda hemolenf proteinlerinin total miktarindaki bu
azalma, konak-parazitoid arasindaki biyokimyasal ve fizyolojik etkilesimlerede
bagl olabilir. Ozellikle de konaga birakilan parazitoid yumurtalarindan cikan
larvalarin beslenme durumlart ve  birakilan yumurta sayisinin hemolenf
proteinleri iizerinde oldukca etkili oldugu, daha 6nce yapilan bazi calismalar da da
gosterilmistir.  Bu c¢alismalardan endoparazitoid Glyptapantales liparidis
(Hymenoptera: Braconidae) ve konak Lymantria dispar (Lepidoptera:
Liymantriidae) arasinda yapilan calismada konak larvalarinin hemolenfindeki
total amino asit konsantrasyonunda parazitlenmeye bagli azalmanin gerceklestigi
belirlenmistir [15]. Yapilan bir baska calismada da gregar endoparazitoid Cotesia
kariyai (Hymenoptera: Braconidae) tarafindan parazitlenen Pseudaletia seperata
(Lepidoptera:  Noctuidae)’nin  hemolenfindeki  total lipit ve protein
konsantrasyonunun agir parazitlenme de hafif diizeyde parazitlenmeye oranla
onemli bir diisiis gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, cok sayidaki parazitoid
larvalar tarafindan konak hemolenf besinlerinin ve yag dokunun kisa siirede
tilketildigi seklinde bildirilmistir [22]. Ayni tiirlerle yapilan bir baska caligmada
ise parazitlenmis konak P. seperata’nin hemolenf proteinlerinin parazitlenmenin 9
ve 10. giinlerinde yogun olarak azaldig: bildirilmistir [39].

Genel olarak ektoparazitoidler — konaklarinin  immiin  sistemini
baskilayabilmek ve konagin yiizeyine biraktiklar1 yumurtalarinin konak iizerinde
kalmalarimi saglayabilmek icin, zehir bezlerinde bulunan zehiri konaklarma
enjekte ederek paralize ederler. Ektoparazitoidlerin hem zehir bezlerinin
morfolojik o©zellikleri hem de zehirin kimyasal igerigi bazi c¢alismalarda
arastirtlmustir [43-44].

B. hebetor, konagin1 neuromusculer ozellikte olan venomu ile paralize
etmektedir. Konagin bir siire kalp atis1 devam etmesine ragmen larvanin gelisimi
durur ve sonunda konak larvasi parazitlenmese bile 6liir. Yapilan bir ¢calismada B.
hebetor’un paralitik zehiri analiz edilerek, zehirin ¢ok sayida protein icerdigi
belirlenmistir. Bu proteinlerin bocekte spesifik aktiviteye sahip olup diisiik

molekiiler agirliga sahip olanlarin yaklasik 34, 21, 18.5 ve 17 kDa agirligina
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sahip olduklari, biiyiik molekiiler agirliga sahip olanlarin ise yaklasik 44 kDa ve
72 kDa agirligina sahip olduklari belirlenmistir [42].

Bu calismada densitometrik olarak analizi yapilmis olan parazitlenmis
hemolenf orneklerindeki 52 kDa, 44.6 kDa, 19 kDa ve 24.6 kDa’luk protein
bantlarinin parazitlenmemis Orneklere gore artis gosterdikleri belirlenmistir
(Cizelge 3.1). Artis gosterdigi belirlenen bu bantlarin, daha 6nceki ¢alismalarda B.
hebetor’un zehirinde belirlenen proteinlere yakin agirhikta olmalart ve
parazitlenmeye bagl olarak artis gdstermeleri bu protein bantlarinin parazitiodin
zehir polipeptidlerinide icerdigi fikrini giiclendirmektedir. Bunun yaninda, artis
gosteren bu proteinlerin parazitlenmeye bagli olarak konagin savunma proteinleri
olarak sentez edilmis olabilirler. Bu nedenlerden dolay1 daha sonraki ¢alismalarda
saflagtirilarak karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Bu calismada, parazitlenmis ve parazitlenmemis hemolenf proteinlerinin
karsilastirmali olarak yapilan densitometrik analizlerine gore, protein bantlarindan
55.3, 39.4, 37.2, 35.6, 33.9 29.6, 23.1, ve 14.5 kDa’luk proteinlerin %50 nin
tizerinde azaldig belirlenmistir (Cizelge 3.1). Bu sonuglar daha 6nce yapilan bir
cok calisma ile benzerlik gostermektedir. Ancak bu bantlardan 14.5 kDa’luk
prtoen band:1 parazitlenmeye bagli olarak tamamen kaybolmustur ve bu bant daha
Oceden yapilan calismalarda gosterilmemistir. Bu yiizden bu protein bu calisma
icin yeni bir sonu¢cdur ve daha sonradan yapilacak calismalarda da yeni bir bilgi
olarak kullanilabilir.

E. kuehniella ile ayn1 familyada bulunan Plodia interpunctella’nin
hemolenf proteinleri lizerine B. hebetor (Habrobacon hebetor)’un parazitik
etkileri lizerine yapilan bir baska c¢alisma [32] ile bu ¢alisma karsilastirildiginda,
benzer bantlardan 55.3 kDa’luk protein bu calismada da oldugu gibi yiiksek
miktarda azalmistir. Bu proteinin depo proteinlerinden hekzamerinlere ait olma
olasiligr ¢cok yiiksektir. Biiyiik olasilikla bu protein, parazitoid tarafindan hizla
sindirilmekte ve kendi yapisal proteinlerinin sentezi icin gerekli aminoasitlerin
kaynagi olarak kullanilmaktadirlar. Ayni1 ¢calismada, P. interpunctella larvalarinin
hemolenf plazmasinin 2 predominant protein igerdigi belirlenmistir. Bunlar 190
kDa agirliginda olan ve Apoliforin I oldugu diisiiniilen protein ve en biiyiik bant

olan 60 kDa’luk depo proteinleri (Hexamerinler) ile apoliforin II icerdigi
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diisiiniilen proteindir. Diger 6nemli proteinler 50 ve 42 kDa’luk proteinler ile 21-
28 kDa arasinda olan 4 adet protein olarak belirlenmistir. Konagin hemolenfinde
bulunan yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerin larval parazitiodler tarafindan
beslenme sirasinda alinarak orta bagirsaklarinda hizli bir sekilde sindirildigi
belirlenmistir. Bu proteinlerden 190 kDa’luk Apoliforin I oldugu diisiiniilen
protein parazitoidin bagirsak iceriginde saptanmamistir ve proteinin hizli bir
sekilde sindirilerek daha kiicilk molekiiler agirlikli protein fragmentlerine
parcalandig ileri siiriilmistiir. 60 kDa agirliginda olan ve biiyilkk hemolenf
hekzamerinleri olarak diisiiniilen proteinler ise hem beslenen parazitoid
larvalariin bagirsak igeriginde, hemde parazitoidin pupal doneminin ilk 24 saat
siresince belirlenmistir. Fakat pupal donemin ilk 24 saati sonrasinda, bu protein
hidrolize olarak diisiik molekiiler agirlikli peptidlere ayrilmistir. Jel {izerindeki
diger bantlardan 21-24 kDa arasindaki bantlar konak hemolenfinden daha kisa
stirede alinarak sindirilmislerdir. Ayni calismada, parazitioidin bagirsak iceriginde
serin proteinazlar belirlenerek bu enzimlerin apoliforin ve hekzamerinlerin
konaktan alinarak sindirilmelerini sagladiklar1 belirlenmistir [32].

Lepidopter larvalarinin hemolenflerinde genellikle en biiyiik protein
bantlar1 60-90 kDa arasinda bulunan ¢esitli proteinlerdir [40, 47]. Bu ¢calismada da
en biiylik protein band1 75 kDa agirliginda belirlenmistir ve bu bandinda 55.3
kDa’luk bant gibi depo proteinlere ait oldugu varsayilmaktadir. Ayrica bu
bantlarin parazitlenmeye bagli olarak azalma goOstermeleri daha Once yapilan
caligmalar desteklemektedir.

Iki Gregar ektoparazitiod tiirii olan Euplectrus comstockii (Hymenoptera:
Eulophidae) ve E. plathypenae (Hymenoptera: Eulphidae) tarafindan parazitlenen
konak Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae) olgun larvalarinin hemolenf
proteinlerinin degisimi {izerine yapilan bir caligmada, parazitlenmis ve
parazitlenmemis hemolenf 6rneklerinde 74-82 kDa agirliginda ve depo proteinleri
oldugu belirlenen proteinler analiz edilmistir. Bu proteinlerinde bu calismada
oldugu gibi parazitlenmeye bagli olarak azaldig belirlenmistir [44].

Endoparazitoid Cotesia congregata tarafindan parazitlenen konak tiitiin
giivesi Manduca sexta’nin larval hemolenf proteinleri {izerine etkilerinin

arastirildigt  calismada, parazitligin plazma proteinleri iizerinde biiyiik
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degisikliklere neden oldugu bildirilmistir. Ayrica aym calismada elektroforetik
olarak ayrilan proteinler saflastirilarak, densitometrik analizleri her biri i¢in ayri
ayr1 yapilmistir. Calisma sonuglarina gore, parazitlenmis M. sexta larvalarinin
hemolenf plazmasinda yaklasik ~ 240 kDa agirliginda Apoliforin I, ~ 78 kDa
agirliginda Apoliforin II, ~ 22 kDa Apoliforin III, ~ 45 kDa Serpin, ~ 75 kDa
Arilforin ve yaklastk 19 kDa agirliginda insektasiyanin belirlenmstir. Bu
proteinlerden Arilforin ve serpinler parazitlenmeye bagli olarak belirgin bir
azalma  gostermislerdir.  Insektesiyanin  parazitlenmeye bagli  olarak
parazitlenmenin 3. giiniinde artis gosterirken 4. giinde parazitlenmemise gore
hemen hemen aym diizeyde olacak sekilde tekrar azaldigi belirtilmistir. Serpin ve
apoliforin III proteinlerinin de arilforin gibi asir1 diizeyde azaldigi belirtilmistir.
Ayrica ayni calismada Arilforin ve serpinlerin larval gelisimi {izerinde 6zellikle de
juvenil hormonun sentezlenme mekanizmalarinda rol oynadiklar: belirtilerek, bu
proteinlerin parazitlenmeye bagli olarak diismelerinin nedeni, parazitoidin
konagin gelisimini kendi c¢ikarlarina uygun olarak diizenledigi seklinde
yorumlanmustir [20].

Beckage ve Kanost [20]’nin yaptiklari c¢alisma ile bu c¢alisma
karsilastirildiginda sonuglar olduk¢a benzerlik gostermektedir. Bu calisma da da
75 kDa agirliginda protein bandi ile yine asiri diisme gosteren 55.3 ve 39.4
kDa’luk bantlar belirlenmistir. Bu bantlarin endojen proteinlerden olan hexamerin
(75 kDa), arilforin (55.3 kDA), ve serpin (39.4 kDa) proteinleri olmalar1 ihtimali
cok yiiksektir. Yine 19 kDa olarak belirlenen protein bandinin parazitlenmeye
bagl olarak once artig gostermesi, daha sonra da kontrole yakin seviyeye diigsmesi,
bu proteinin bocek savunma sisteminde onemli bir protein olan insektasiyanin
olma olasiligin1 artirmaktadir. Daha onceki ¢alismada yaklasik olarak 240 kDa
agirliginda Apoliforin I ve 22 kDa agirliginda Apoliforin IIT olarak belirlenen
proteinlerin bu calismada da 229.9 kDa ve 23.1 kDa olarak belirlenen protein
bantlarina ait olma olasiliklarn1 yiiksektir. Ozellikle bu calismada da,
parazitlenmeye bagli olarak 23.1 kDa’luk protein bandinin % 50’nin iizerinde
azalma gostermesi Apo-III olma olasiligini giiclendirmektedir. Bu proteinler
lipoprotein yapisindadirlar ve lipitlerin hemolenfte veya viicut sivilarinda

tasinmalarinda rol oynayarak, canlidaki lipit metabolizmasini diizenlerler. Bir
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baska calismada ise, Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae)’ nin hemolenf
proteinlerinden Apoliforin-III proteini analiz edilmistir. Ve bu proteinin 23 kDa
agirhiginda oldugu tespit edilerek bocegin lipit metabolizmasinda onemli gérevler
tistlendigi lizerinde durulmustur. Ayrica bu proteinin bocek humoral
savunmasinda rol oynadigr da, E.coli ile infekte olmus larvalar kullanilarak
gosterilmigtir [25].

Manduca sexta larvalarinin hemolenf proteinlerinden juvenil hormon
baglayic1 proteinleriyle yapilan bir ¢alismaya gore, bu hormonun {i¢ alt iiniteden
olustugu ve larval gelisim siiresince hemolenfte juvenil hormonun belirli
seviyelerde tutulmasint sagladig bildirilmistir. Bu hormonun lepidopter
larvalarinda diisiik molekiiler agirlikli olduklar1 ve ozelliklede M. sexta’nin
hemolenfinde 31 kDa agirliginda oldugu belirlenmistir [48]. Bu calismada da
%50’nin lizerinde azalma gosteren protein bantlarindan 29.6 kDa’luk protein
bandinin jiivenil hormon baglayici protein olmasi muhtemeldir. Parazitlenmis
larvalarda gelisimin durdurulmasi ve parazitoid larvalarinin gelisimine devam
edilebilmesi i¢in juvenil hormonun etkisinin azaltilmasi gerekmektedir. Bu
nedenlerden dolayr bu protein parazitlenmeye bagli olarak yiiksek seviyede
azalmistir.

Kaleli  [26], endoparazitiod Pimpla turionellae  (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’nin konak G. mellonella larvalarinin hemolenf protein bilesimi
lizerine parazitlenmenin etkilerini arastirdigi ¢alismada, parazitlenmis konakta
parazitlenmemigslere gore ilk saatlerde protein diizeylerinde bir azalma olurken
ilerleyen saatlerde bir artisin oldugunu, parazitoid larvalarinin son evrelerine
yakin tekrar azalma oldugunu bildirmistir. Ozellikle de hemolenf proteinlerinin ilk
saatlerde hizli diisiisiinii, endoparazitiodin yumurtalarin1 birakirken konagini
immiin sistemini bozacak bir takim maddeler enfekte etmesine baglamistir.
Protein yiikselmesini ise, parazitiodin ilk donem larvalarimin Oncelikle yag
dokudan beslenmelerinden dolay1 hiicrelerin parcalanarak doku proteinlerinin
hemolenfe ge¢mesi durumuna baglamistir. Ayrica bu ¢alismada da oldugu gibi
parazitlenen G. mellonella’nin hemolenfinde elektroforetik sonuglara gore bazi
proteinlerin parazitlenmeye baglh olarak siirekli azalma gosterdigi, bazilarinin da

tam tersine artis gosterdikleri belirlenmistir.
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G. mellonella’nin hemolenf proteinleri {izerine yapilan bir bagka calismada,
depo proteinleri, arilforin, lipoforin, jiivenil hormon baglayic1 proteinler ve
diapozla iliskili proteinler gibi bir¢cok hemolenf proteinlerinin boceklerin yag
dokular tarafindan sentezlenmekte ve hemolenfe serbest birakilmalarinin yaninda
baz1 proteinlerinde epidermis tarafindan sentezlendigi ve hemolenfe salindigi
tizerinde durulmustur. Bu nedenlere bagli olarak ayni1 ¢calismada G. mellonella’nin
larval hemolenfinde 47 kDa molekiiler agirhiginda epidermis orjinli hemolenf
proteini (EOHP) belirlenmis ve bu protein izole edilmistir. Bu proteinin amino
asit iceriginin aspartik asit ve glutamik asitce zengin fakat tirozin, methionin ve
triptofanca fakir oldugu belirtilerek, larval donemler siiresince proteinin
hemolenfteki konsantrasyonun yiiksek iken, pupal ve ergin donemlerde azaldig
gosterilmistir [49]. Bu calismada da bu proteine yakin agirlikta 44.6 kDa’luk bir
protein band1 belirlenmistir ve bu proteinin epidermis orjinli protein olma olasilig1
yiiksektir. Bunun nedeni ise B. hebetor ektoparazitoid bir tiir oldugu icin konak
yiizeyine birakilan yumurtalardan c¢ikan larvalarin beslenmeleri sirasinda konagin
epidermis hiicreleri parcalanarak, bu hiicrelerde sentezlenen proteinler serbest
kalirlar ve hemolenfe gecis yaparak kisa siireli artisa neden olurlar.

Bu calisma, parazitligin konagin hemolenf proteinleri iizerinde degisik
yonlerden etkili oldugunu gostermektedir. Bu etkilerin daha ¢ok konagin
beslenme, gelisme ve savunma mekanizmalar1 ile ilgili oldugu soylenebilir.
Basaril1 bir parazitik iliskide ektoparazitioid larvalar1 pupa evresine girmeden
once konagin tiim igerigini sindirerek Oliimiine neden olurlar. Bundan dolay1
parazitlenmis konagin hemolenfinde 48 saatin sonunda bile belirgin azalma
gostermeyen protein bantlari, biiyilk olasilikla parazitoid larvalarinin son
evrelerine dogru tamamen sindirilmektedir. Konak larvalarinin hemolenf
proteinlerinde parazitlenmeye bagl olarak genel bir azalmanin belirlenmesi daha
onceden tahmin edilebilen sonuglar olmasina ragmen, bazi proteinlerin artisi
konaktaki yag doku hiicrelerinin par¢alanmasina ve doku proteinlerinin serbest
kalmasina bagli olabilecedi gibi, bu proteinler parazitoidin venomuna yada

konagin savunma sitemine de ait olabilirler.
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5. ONERILER

Bu calismada bulunan sonuclarin daha verimli olabilmesi ve elde edilen
bilgilerden teknolojik olarak yararlanilabilmesi i¢in belirlenen protein bantlarinin
saflagtirllarak  identifiye edilmeleri gerekmektedir. Ayrica daha sonraki
calismalara temel olusturacak olan bu calismada, yogun azalma gosteren bantlar
immiinolojik olarak analiz edilerek, bu proteinlerin kitle iiretim ¢alismalarinda
besiyerlerine ilave edilmeleri, yetistirme kosullarinin gii¢lendirilmesi acisindan
yararli olacaktir. Artig gosteren proteinlerden zehir proteinlerine ait olanlar da
ayni seklide izole edilip genomik karakterleri belirlenerek biyoinsektisit tiretimi
caligmalarinda  kullanilabilirler. Hemolenf proteinlerine ait baz1 protein
bantlarinda, cok sayida ayni molekiiler agirliga sahip proteinin bir arada
olabilecegi olasilig1 dikkate alinmalidir ve hemolenf 6rnekleri bu ¢alismaya ilave

olarak iki boyutlu elektroforetik yontemle de tekrar analiz edilmelidir.
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