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OZET

IPEK BOCEGIi BOMBYX MORI'DE FAT BODY
HUCRELERININ MORFOLOJIK VE HISTOLOJIiK
OLARAK GOSTERILMESI

PAK, Asiye

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dr. Ogr. Uyesi Gamze TURGAY 1ZZETOGLU

Subat 2020, 69 sayfa

Fat body, embriyogenez sirasinda mezodermden orijinlenir. Bir ya
da iki hiicre kalinligindaki seritlerden veya kiigiik loplardan olusur ve
boceklerin tiim yasam evreleri boyunca bulunmaktadir. Fat body birgok
metabolik ve depolama fonksiyonlarina sahip olmasi nedeniyle
omurgalilarin yag dokusu ve karacigerine analogtur. Ayrica, immiin,
endokrin ve detoksifikasyon siirecinde 6nemli rol oynar. Bu hayati 6neme
sahip fonksiyonlar1 gerceklestiren fat bodynin temel hiicreleri
trofositlerdir. Urositler, misetositler, kromatositler ve hemoglobin
hiicreleri trofositlerin farklilasmasiyla olusur. Bunlar ¢ogu bécek icin
onemli fonksiyonlardan sorumludur. Bilimsel arastirmalar i¢in model
organizma ve ticari dneme sahip olan Bombyx mori’nin postembriyonik
gelisimine bagl olarak fat body yapisi, hiicreleri ve bu hiicrelerin
depoladigr molekiilleri histolojik, histokimyasal ve ince yapisal olarak ilk
defa tek bir calisma iginde ele alinmistir. Yapiya Ozgii fiksatifler ve
histolojik/histokimyasal boyalar kullanilarak belirlenen fat body
morfolojisi ve depo molekiilleri yogunlugundaki farkliliklar, B. mori’nin
larva, pupa ve ergin evresi boyunca goriilmistiir. Fat body yapisinin ve
trofosit iceriginin iyi bilinmesi ile gelecekteki obezite ve diyabetin
arastirtlmalart i¢cin model doku olarak kullanilmasina tesvik edici
niteliktedir.

Anahtar kelimeler: Bombyx mori, fat body, histokimya, ince yap1






ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND HISTOLOGICAL
DEMONSTRATION OF FAT BODY CELLS IN SILKWORM
BOMBYX MORI

PAK, Asiye

MSc in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Gamze TURGAY {ZZETOGLU

February 2020, 69 pages

Fat body is originated from mesoderm during embriyogenesis. It
consist of sheets, only one or two cells thick or small lobes and exist
through the life stages in insects. Fat body is analog to vertebrate adipose
tissue and liver because, it has multiple metabolic and storage function.
Moreover, it plays major role in immune, endocrine and detoxification
process. Main cells of fat body are trophocytes that accomplish these vital
function. Urocytes, mycetocytes, chromatocytes and hemoglobin cells are
differantiated from trophocytes. They are also responsible important
function for many insects. For the first time in this research, fat body
structure, cells and molecules are strored in these cells that shown
histologically, histochemically and ultra structurally, depending on
postembryonic development of Bombyx mori which is a model organism
for scientific researches and has commercial importance. Differences in
the fat body morphology and storage molecules density are determined
using tissue-spesific fixatives and histological/histochemical stains and
observed through larva, pupa and adult stage of B. mori. It is encouraging
study for using fat body as model tissue for future obesity and diabetes
research with fully known of fat boy structure and trophocyte content.

Keywords: Bombyx mori, fat body, histochemistry, ultrastructure
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ONSOZ

Tez cgalisma konumu belirlemeden Once literatiir arastirmalarim
sirasinda bocek yasami i¢in ¢ok dnemli bir doku olan fat bodynin, bilim
diinyasinda model organizma olarak kullanilan Bombyx mori’de ayrintili
olarak incelenmedigini gorerek, bu konuda calismaya karar verdik.
Histolojik preparasyon ig¢in bir onceki yil yaptifimiz denemelerimiz
sirasinda total olarak cesitli soliisyonlarla tespit edilmeye calisilan larval
instarin sonundaki, pupal ve ergin evredeki boceklerde fiksasyon agisindan
zorluklar ¢iktigini gordiikk. Bu nedenle daha iyi bir penetrasyon icin
bocekleri fiksatifte bir gece beklettikten sonra, belirledigimiz bolgelerden
3’e bolerek fiksatifte bekletmeyi uygun gordiik. Yogun gegen laboratuvar
caligmalarimiz sirasinda histolojik ve ¢esitli histokimyasal boyamalar
yaptik. Fat bodyde depolanan karbonhidratlar1 belirlemek icin alsiyan
mavisi-PAS ve Best karmin boyasi, proteinleri belirlemek i¢in merkiirik
bromfenol mavisi, yaglar1 belirlemek i¢in Sudan siyahi B ile oil red O ve
iirik asitleri belirlemek i¢in giimiis nitrat boyalarini uyguladik. Bunlardan
alsiyan mavisi-PAS’1 Best karmine gore daha detayli bir inceleme ortami
sunmasindan dolay1 tercih ettik. Sudan siyahi1 B, Lillie Nil mavisi ve oil
red O boya prosediirlerini ise defalarca denememize ragmen yag
damlaciklarinin belirgin bir sekilde pozitif reaksiyon géstermemesinden
dolayr bu boyalar1 ¢alisgmamiza dahil edemedik. Yag damlaciklarini,
yaptigimiz diger boyalarda negatif reaksiyon gostermesiyle ici bos
vakuoller seklinde tespit ettik.

Sonu¢ olarak, denemelerimiz sirasinda karsilastigimiz bir takim
aksilikler olsa da imkanlarimiz dahilinde farkli ¢6ziim yollar1 gelistirerek
amacladigimiz sonuca ulastik. I¢inde bilimsel merak tasiyan herkesin
biitlin hedeflerine ulagsmasini dilerim.
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1. GIRIS

Embriyogenez sirasinda mezodermden tiirevlenerek olusan ve bocek yasami
boyunca viicut bosluklarini kaplayan fat body tek ya da birkag hiicre sirasindan
meydana gelen tabakalar halinde bulunur. Fat body yogun metabolik ve depolama
fonksiyonlarina sahip olmasi nedeniyle omurgalilarin yag dokusu ve karacigerine
analog olarak goriliir. Sinir dokulari, gonadlar, kas sistemi ile 6zellikle de trakeal
sistemler, malpighi tiibiilleri ve hemolenf gibi hayati dokularla yakindan iliskili
olan fat body immiin ve endokrin sistemde, detoksifikasyon siirecinde rol oynar.
Bu Onemli gorevleri yerine getiren temel fat body hiicreleri trofositlerdir.
Trofositler, adipositler olarak da adlandirilmaktadir. Memeli adipoz dokusunda tek
tip olan adipositler, boceklerin fat bodysinde farkli hiicre tipleri bulunmaktadir. Bu
sebeple bocek fat body hiicreleri i¢in kullanilan adiposit isimlendirmesinin yanlig
oldugu diistiniilmektedir. Fat body hiicresi olan trofositlerin farklilasmasiyla olusan
irosit, misetosit, kromatosit ve hemoglobin hiicreleri de ¢ogu bocek i¢cin dnemli

gorevleri gerceklestirmek iizere 6zellesmis hiicrelerdir.

Holometabol boceklerde larval-pupal metamorfoz sirasinda, ayrica ergin
evrede ugma, ilireme gibi fonksiyonlar i¢in kullanilan enerji boceklerin fat
bodysinde depolanan makromolekiillerin metabolize olmasit sonucunda elde
edilmektedir. Fat body hiicreleri bu siiregte, morfolojik, histolojik, biyokimyasal ve
organizasyon agisindan belirgin degisikliklere ugramaktadir. Holometabol bir
bocek olan Bombyx mori’de fat body hiicreleri amaca 6zgii farkli fiksatifler
kullanilarak karbonhidrat, protein ve tirik asit graniilleri tespit edilmis, ¢esitli
histolojik ve histokimyasal teknikler ile boyanmistir. Bu yiiksek lisans ¢alismasinda
B. mori fat bodysinin postembriyonik gelisim evrelerine bagli olarak aragtirilip
ortaya konulmasi ve bu hiicrelerin icerdigi karbonhidrat, protein ve yag
molekiillerinin histokimyasal olarak belirlenmesini hedef alinmistir. Fat body
yapisinin ve hiicre igeriginin iyi bilinmesinin gelecekteki obezite ve diyabet
arastirmalart i¢in model doku olarak kullanilmasini tesvik edici oldugu

diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Bocekler giintimiizdeki dikkat ¢ekici gesitliligini olusturmak i¢in diinyada
400 milyon yildan fazla siiredir (Siliiryen doneminden beri) yasamaktadir. Yaklasik
323-299 milyon yil 6ncesinden itibaren (Geg¢ Karbonifer) karadaki en baskin
hayvan toplulugu olmaktadir. Hayvanlar aleminin %75’ini olusturan en biiyiik canlt
grubu olarak bilinen boceklerin 3 milyon tiirii oldugu ve bilyiik bir kismmin hala
tanimlanmadig1 diistiniilmektedir (Locke and Smith, 1980; Resh and Carde, 2003;
Foottit and Adler, 2018).

150.000’den fazla tiire sahip olan Lepidoptera, Coleoptera’dan sonra en
biiyiik ikinci hayvan takimidir. Kuzey Amerika’dan 11.300, Avustralya’dan 10.000
ve Ingiltere’den 2.500 olmak iizere yaklasik 200.000 tiir tanimlanmustir. Biiyiik
ihtimalle omurgasizlar i¢cinde en c¢ok calisilan grup Lepidoptera’dir. Bocekler
arasinda en bilinen ve kolayca taninan tiirler olan giiveleri ve kelebekleri
icermektedir. Ozellikle kelebekler cesitli kanat desenleriyle hem profesyonel
arastirmacilarin hem de amator entomologlarin dikkatlerini ¢ekmistir (Resh and
Carde, 2003; Gillot, 2005; Goldsmith and Marec, 2010).

Lepidoptera’nin tanimlanmis 4 subordosundan biri olup %99’unu igeren
Glossata birkag infraordoya ayrilmaktadir. Glossata alt takimi iginde son derece
biiyiik bir infraordo olan Heteroneura, tiirlerin yaklasik %98'ini kapsayan Ditrysia
serisini igermektedir. Ditrysia Serisi, bu tezin c¢alisma materyali olan Bombyx
mori’yi igeren Bombycoidea siiper ailesiyle birlikte toplamda 29 siiper aileden
olusmaktadir (Tablo 2.1) (Gillot, 2005).

Tablo 2.1. Bombyx mori’nin sistematikteki yeri (Gillot, 2005; Singh, 2007).

Phylum: Arthropoda
Class: Insecta

Sub class: Pterygota
Divisio: Endopterygota
Ordo: Lepidoptera
Subordo: Glossata
Super family: Bombycoidae
Family: Bombycidae
Genus: Bombyx

Species: mori (L)




Lepidopterler i¢inde en ¢ok calisilan boceklerden olan ipek bocegi Bombyx
mori’ nin diinyadaki ekonomik degeri olduk¢a yiiksektir. Uzun yillar boyunca seri
kiltirii yapilmakta ve biyolojik arastirmalar i¢in model organizma olarak
kullanilmaktadir. Drosophila melanogaster ile birlikte bilimsel alandaki
aragtirmalarin ilerlemesine katki saglamaktadir (Resh and Carde, 2003). Ayrica
ipek bocegi Bombyx mori’nin kiiltiirii yapilarak elde edilen kozalardan ham ipek
tiretimi Cin’de yiizyillar boyunca devam etmekte, Asya ile Avrupa iilkelerinin
endiistrisinin temeli olmaktadir (Capinera, 2008). ipegin kimyasal yapis1 ve icerdigi
¢esitli amino asitler sayesinde gida ve kozmetik endiistrisinde, biyomedikal, tip ve
eczacilik alanlarinda, otomotiv ve insaat scktoriinde kullanimlar1 dikkat
cekmektedir (Reddy, 2009). Ipekgilik faaliyetleri sirasinda kozanin igindeki pupa,
yan {iriin olarak kabul edilip, ¢ogunlukla hayvan yemi olarak kullanilmaktadir.
Pupalar, Hindistan ve Cin’de domuzlara, tavuklara, siganlara ve baliklara
verilmektedir (Capinera, 2008).

Diger lepidopterler gibi holometabol olan ipek bocekleri yumurta, larva, pupa
ve ergin evreleri olmak tizere 4 farkli gelisim asamasindan gegmektedir (Sekil 2.1).
Yasam dongiileri 6-8 hafta siirmekle birlikte bu siire 1rksal 6zelliklerine ve iklim
kosullarina gore degisebilmektedir (Singh, 2007; Susithra, 2014). Ciftlesmeden
kisa siire sonra birakilan agik sar1 rengindeki yumurtalar zamanla koyu gri rengini
almaktadir (Parlak, 2001; Susithra, 2014). Yaklasik 2000 adet yumurtanin toplam
agirligi 1 gramdir. 1-1.3 mm uzunlugunda ve 0.9-1.2 mm genisliginde olan yumurta
10 giinlik inkiibasyondan sonra c¢atlamakta ve i¢inden siyah renkli 3mm
uzunlugunda larva ¢ikmaktadir (Singh, 2007; Susithra, 2014). Yumurtadan ¢ikar
¢ikmaz dut yapragi ile beslenmeye baslayan larvalarin boylari 30 giin icinde 8 cm’e
ulasirken, agirliklart da 10.000 kat artmaktadir (Parlak, 2001).

Larval evre, derinin 4 defa degistirildigi 5 instardan olusmaktadir. Instar
basinda hizla beslenmeyi takiben agirlikta da bir artis gortilmektedir. Larvalar
beslenme fazinda kritik agirliga ulasinca deri degistirme fazina girerek beslenmeyi
kesmektedir. 24-48 saat sonunda olusturulan yeni deri ile eski derinin altindan

styrilarak ¢ikmaktadir. Larvalar bu deri degisim evreleri arasinda beslenmeye
devam etmektedir (Parlak, 2001).
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Her deri degisimi sirasinda boyutlar1 biiyliyen larvalar genel olarak bas,
toraks ve abdomen olmak iizere 3 ana kisimdan ve 13 segmentten olugmaktadir.
Bunlar; basta 1 segment, toraksta 3 segment (her biri birer ¢ift gergek bacak tasiyan
protoraks, mezotoraks ve metatoraks olmak tizere), abdomende ise 9 segment
seklindedir. Abdomenin 3, 4, 5 ve 6. segmentleri eklemsiz kas ¢ikintilar1 olan birer
¢ift abdominal bacak tagimaktadir (Singh, 2007).

Son instara gegtikten 7-8 giin sonra fizyolojik olarak koza 6rmeye hazir hale
gelen ipek bocegi larvasi beslenmesini durdurarak, sindirim kanalin1 bosalttiktan
sonra koza 6rmek i¢in kendine uygun bir yer bulup, 48-72 saat koza 6rmeye devam
eder. Kozanin heniiz yumusak oldugu bu evrede bocekler hala hareketli larval
formunu korumaktadir. Yaklasgik 72. saatin sonunda prepupal form olarak
adlandirilan hareketsiz larva olarak goriinmekte, kisa bir siire sonra da pupa
formuna dontismektedir (Parlak, 2001).

Pupal evre belirgin doniisiimlerin gergeklestigi bir gecis evresidir ve 8-14 giin
stirmektedir. Bu evre boyunca i¢ organlar tamamen degisime ugrarken morfolojik
ve fonksiyonel olarak ergin viicut yapisina uyum saglamaktadir. Baslangigta agik
sar1 renkte ve yumusak olan pupa zamanla kahverengiye doner ve derisi sertlesir
(Singh, 2007; Susithra, 2014). Larval evrede islevsel olan ¢ogu doku ve organ
histolize ugrayarak ortadan kaldirilir ya da ergin doku ve organi olusturmak tizere

yeniden yapilanmaktadir. Koza i¢inde metamorfozunu tamamlayarak kelebek




haline gecen Bombyx mori salgiladigr alkali tiikiiriik yardimi ile kozay1 delerek
disar1 ¢ikmaktadir (Parlak, 2001).

Ergin formdaki Bombyx mori yaklasik 2,5 cm’dir. Krem renginde olan ergin
bireyler zayif kanatlarma gore agir bir gévdeye sahip olmasi sebebiyle ugma
davranig1 gostermezler. Bu evredeki yasam siiresi 3-10 giindiir. Kisa siiren bu ergin
evre boyunca beslenmemektedir. Kozadan ¢ikisi takiben disi ve erkek bireyler
birka¢ saat boyunca ciftlesebilmektedir. Erkek bireyler ¢iftlesme sonlandiktan
sonra Oliirken disi bireyler 24 saat sonunda yumurta birakmaya baglamaktadir. Disi
bireylerin her biri yaklasik 400-500 adet yumurta biraktiktan sonra Olmektedir
(Singh, 2007; Susithra, 2014). Holometabol boceklerde larval-pupal metamorfoz
sirasinda, ayrica ergin evrede ugma, iireme gibi fonksiyonlar i¢in kullanilan enerji
boceklerin  fat bodysinde depolanan makromolekiillerin metabolize olmasi
sonucunda elde edilmektedir (Resh and Carde, 2003).

Boceklerde embriyogenez sirasinda solomik bosluklarin mezoderminden
tirevlenerek olusan fat body hemolenf i¢inde siispanse halde bulunmaktadir.
Boylece bag doku ve hemolenf'ile temas halinde olmaktadir. Boceklerin tiim yasam
evrelerinde, tek bir doku olarak bulunup, genellikle trakelerle sarili gevsek
tabakalar, seritler ve loplar seklinde diizenlenmektedir (Haunerland and Shirk,
1995; Jensen and Borgesen, 2000; Resh and Carde, 2003; Gillot, 2005; Arrese and
Soulages, 2010; Roma et al., 2010; Chapman, 2013; Gullan and Cranston, 2014).
Viicudun geneline yayilan fat body yogun olarak abdomende bulunmaktadir
(Chapman, 2013).

Fat body pleomorfik (farkli morfolojilerde olabilen) ve farkli fizyolojik
ozelliklere sahip bir dokudur. Organizmaya, canlinin hayat evresine ve bulundugu
konuma gore farkliliklar gostermektedir (Dean et al., 1985). Boceklerde hemosdl
boyunca yayilan fat bodynin iki farkli bolgesi ayirt edilmektedir. Integiimentin
hemen altinda ve kaslarin yakinlarinda bulunan fat body periferal (PF) ya da parietal
fat body olarak adlandirilir ve genel olarak depolama islevinden sorumludur.
Sindirim kanalin1 ve tireme organlarini ¢evreleyen fat body ise perivisseral (PV) ya
da visseral fat body olarak adlandirilir ve PF fat bodye gére metabolik olarak daha
aktiftir (Keeley, 1985; Haunerland and Shirk, 1995; Jensen and Borgesen, 2000;
Resh and Carde, 2003; Chapman, 2013; Costa-Leonardo et al., 2013).

Fat body temelde protein, yag ve glikojenin depo edildigi vakuolleri igeren,

trofosit ya da adiposit olarak adlandirilan hiicrelerden olugmaktadir. Bu hiicreler,



glikojen depolamasi ve protein sentezi ile depolamasina ragmen esas olarak
sitoplazmalarinda bulunan ¢ok sayidaki yag damlacig ile karakterize olmaktadir
(Jensen and Borgesen, 2000; Resh and Carde, 2003; Arrese and Soulages, 2010;
Paes de Oliveira and Cruz-Landim, 2015). Trofositlerin morfolojisi bocegin gelisim
evresine ve beslenme durumuna gore degisiklik gostermektedir (Chapman, 2013).
Geng trofositler yuvarlak ve merkezi bir nukleus ve sitoplazmalarinda az miktarda
inkluzyon igermektedir. Trofositler olgunlastik¢a sitoplazmalarinda biriken
inkluzyonlar vakuol halini alarak nukleusu sikistirmaktadir. Bocegin tiiriine ve
olgunlagsma evresine bagl olarak trofositler beyaz, sari, krem ve mavi renkte
olabilmektedir (Resh and Carde, 2003).

Fat body ile iligkili olan onositler, ektoderm kokenli hemolenf hiicrelerdir.
Merkezi konumlu bir nukleusa ve asidofilik sitoplazmaya sahip kiiresel ya da oval
sekilli hiicrelerdir. Genellikle epidermisin hemen altinda kiigiik gruplar halinde ya
da fat body loplarinin aralarinda bulunsa da bocek govdesindeki konumu tiirlere ve
gelisim evrelerine gore farklilik gostermektedir. Glikojen depo etmesi gibi
fonksiyonlar1 bakimindan trofositlere benzemektedir (Dean et al., 1985; Keeley,
1985; Roma et al., 2010; Martins and Ramalho-Ortigdo, 2012). Eklembacaklilarin,
atik metabolitleri digk1 ve idrarla viicuttan uzaklastirmalari ya da onlar1 zararsiz hale
getirip fat bodyde depolamalar1 gibi 6nemli bir takim stratejileri vardir. Ayrica
onositlerin bu detoksifikasyon siire¢lerinde 6nemli gorevler aldigi, kiitikulanin dis
yiizeyinde bulunan hidrokarbonlar1 sentezleyerek su kaybini 6nlendigi ve bocegi
insektisitlere karsi korudugu (Lycett et al., 2006) ve feromonlarin sentezlenmesinde
gorev aldigi (Wicker-Thomas et al., 2009) belirtilmistir.

Karasal boceklerde azot metabolizmasinin son iirlinii olan iirik asit, bazi
boceklerde fat bodynin 6zellesmis bir hiicresi olan iirositler tarafindan depolanir ve
atilimi1 saglanir (Haunerland and Shirk, 1995; Resh and Carde, 2003). Ozellikle
hamam bocekleri ve gekirgelerde bulundugu bilinen bu hiicreler (Arrese and
Soulages, 2010) ipek bocegi Bombyx mori tiiriinde de gosterilmistir (Poyraz et al.,
2013; Yelkovan, 2017). Lepidopterlerde larval evrelerin sonuna dogru tiim fat body
hiicreleri iirik asit depolamaya baglamaktadir. Depolanan iirik asit vakuolleri,
proteinlerle ¢cevrilmis lifler halinde, nukleusun etrafinda yogunlasmaktadir. Larval-
pupal metamorfoz sirasinda irik asit depolarmin boyutu iki katina cikarak
sitoplazmada dagilmaktadir. Bu birikim ergin gelisimi sirasinda kaybolmaktadir
(Haunerland and Shirk, 1995; Arrese and Soulages, 2010).



Diger bir fat body hiicresi olan misetositler sitoplazmalarinda bulunan ¢esitli
simbiyontlar ile karakterize olurlar (Keeley, 1985; Resh and Carde, 2003; Arrese
and Soulages, 2010). Genellikle fat body loplarinin merkezlerine yakin olarak
bulunan bu hiicreler, ¢ok loplu nukleusa sahip olduklar1 ve sitoplazmalarinda gok
fazla simbiyont bulundurduklar: ig¢in biiyiik boyutludur. Hiicre zari ile gevrili
simbiyontlarin yan1 sira sitoplazmalarinda glikojen ve az miktarda yag

bulundurmakta ancak protein bulundurmamaktadir (Dean et al., 1985).

Seffaf bir epidermise sahip olan Simuliidae ve Thaumaleidae ailelerine ait
bireylerin sucul larvalarinin renk desenleri, farklilasmis pigmentli fat body
hiicreleri olan kromatositler tarafindan olusturulmaktadir. Bu hiicrelerin diiz ve
oldukga ince olmasi, merkezi konumlu olan nukleuslarinin belirgin ¢ikintilar
olusturmasina sebep olmaktadir. Larvalar biiyiidiikce trofositleri g¢evreleyen
kromatositlerin sayilari da artmaktadir. Metamorfoz sirasinda kromatositlerin
kitlesel gb¢ ve yeniden dagilimlarina bagli olarak c¢esitli renk degisimleri meydana
gelmektedir. Trofositlerde oldugu gibi depo edilen yaglar ergin gelisimi sirasinda
kullanilmaktadir (Dean et al., 1985).

Gilinlimiize kadar farkli boceklerde gergeklestirilen genomu analizi sirasinda
hemoglobin genlerinin varlig1 belirlenmis ve ¢esitli boceklerin fat body ve trake
sisteminde hiicre i¢i hemoglobinler tanimlanmistir. Botfly larvalar1 (Oestridae,
Diptera) ve sirt istii ylizen boceklerin (Notonectidae, Hemiptera) genomik
dizilerinde 6zel hemoglobin hiicreleri belirlenmistir. Hemoglobin hiicreleri 20-80
mm’den [Anisops (Notonectidae)] 400 mm’ye [Gasterophilus (Oestridae, Diptera)]
kadar degisebilen biiyiikliikte ¢capa sahip olabilir. Bu hiicreler, trakelerle yakindan
iligkilidir (Dean et al., 1985).

Heterojen bir yapiya sahip olan fat bodynin morfolojisi ve fonksiyonlart
lokalizasyonuna gore farklilik gosterebilmektedir (Arrese and Soulages, 2010;
Costa-Leonardo et al., 2013). Sinir dokulari, gonadlar, kas sistemi ile 6zellikle de
trakeal sistemler, malpighi tiibiilleri ve hemolenf gibi hayati dokularla yakindan
iligkili olan fat bodynin bu durumu, bécegin agik dolagim difiizyon sistemine adapte
olarak metabolitlerin ve besin maddelerinin emilimini ve salinimini
kolaylagtirmaktadir (Resh and Carde, 2003). Fazla alinan besinleri depolamasi
nedeniyle omurgalilarin yag dokusu ve karacigerine esdeger olarak goriilen fat
body bir¢ok metabolik, immiin ve endokrin fonksiyona sahip ana doku olarak gérev
almaktadir (Jensen and Borgesen, 2000; Canavoso et al., 2001; Resh and Carde,
2003; Liu et al., 2009; Kaneko et al., 2011; Tian et al., 2013; Azeez et al., 2014, Jia



et al., 2018). Ara metabolizma ve detoksifikasyon siire¢lerinden, ayrica glikojen,
yag ve protein sentezi, depolanmasi ve metabolize olmasindan sorumludur (Resh
and Carde, 2003; Costa-Leonardo et al., 2013).

Beslenme yoluyla alinan karbonhidratlar bagirsakta sindirilerek hemolenfe
taginacak olan trehaloza dontstiiriiliir. Trehaloz dolasimdaki seker deposu olarak is
gormekte ve burada trehalaz enzimi ile glukoza hidolize edilmektedir. Glukoz,
cesitli glukoz tasiyicilar ile ihtiya¢ aninda kullanilmak {izere dokulara ya da depo
edilmek tizere fat bodye tasinir. Fat bodyde glikojen formunda depo edilir. Liu ve
arkadaglarinin (2009) yaptig1 bir ¢alismada glikojen ve trehaloz formlari, Bombyx
mori larval evresi boyunca orantili bir sekilde gelisim gostermistir. Larval-pupal
metamorfozu igin acil enerji kaynagi olarak depolanan bu karbonhidratlar koza igin
yer arayist sirasinda ise biiyiik 6l¢iide azalmistir. Larval evrede trehalozun, pupal

evrede ise glukozun baskin hemolenf sekeri oldugu gézlenmistir.

Besinlerle birlikte bagirsaga tasinan yaglar burada diacilgliserole
doniistiiriilerek hemolenfe taginmaktadir. Fat bodyde sentezlenen apolipoprotein
lipitlenerek hemolenfe yiliksek yogunluklu lipoprotein (high density lipoprotein,
HDL) olarak salinir. Hemolenfteki HDL ve diacilgliserol baglanarak diisiik
yogunluklu lipoproteini (low density lipoprotein, LDL) olusturur. HDL ve LDL
yaglarin emilim (bagirsak), depolanma (fat body) ve kullanim (u¢ma kaslar1 ve
ovaryum gibi organlar) bolgeleri arasinda yeniden kullanilabilen bir mekik gibi is
goriir ve genellikle lipoforin olarak adlandirilir. Beslenme doneminde LDL ile
iliskili diagilgliseroliin biiyiik bir kismi yag asitlerine hidrolize edilir ve
triagilgliserol olarak depolanmak {izere fat bodye tasinir. Depolanan triagilgliserol
deri degisimi, ugma, 0ogenez gibi fizyolojik sartlarda ve aglik, hipoksi ve uzun
mesafeli ugma gibi stres kosullarinda bir takim hormonal ve beslenme sinyalleri ile
yag asitlerine kadar pargalanarak gerekli doku ve organlara taginir. Liu ve ekibinin
(2009) yukarida bahsedilen galigmasinda yag metabolizmasi da incelenmistir. Bu
caligmaya gore larvalarin beslenme fazinda kademeli olarak artan triagilgliserol,
deri degisimi sirasinda azalmistir. Diagilgliserol seviyesi, her deri degisimi
sirasinda ekdizon ile bariz bir korelasyon gostererek hizlica artmistir. Ozellikle

pupal donemde erkek bireyler daha fazla yag depolamistir.

Proteinler ise hemolenfe tasinacak olan amino asitlere parcalanir.
Hemolenften ¢esitli amino asit tasiyicilart ile taginan amino asitler, kullanilmak

tizere diger dokulara iletilmeden 6nce fat bodyde depo edilir. Birgok bocegin son



larval evresinde, amino asitler fat bodyde larval serum proteinler (LSP) seklinde

sentezlenir ve depo edilmesi i¢in hemolenfe salgilanir (Liu et al., 2009).

Bocegin enerji rezervlerinin sentezi ve kullanimini kontrol eden fat body
hiicreleri, hemolenf proteinlerini ve dolasimdaki metabolitleri de sentezlemektedir
(Keeley, 1985; Arrese and Soulages, 2010). Morfogenez i¢in amino asit deposu
olan depolama proteinleri ve dolasimdaki lipit tasinmasindan sorumlu lipoforinlere
ek olarak yumurtanin olgunlagsmasinda 6nemli role sahip vitellojenler de fat body
tarafindan salgilanmaktadir (Arrese and Soulages, 2010; Cruz-Landim et al., 2013).

Fat body, bocek gelisimini ve metamorfozu diizenleyen farkli hormonal ve
beslenme sinyallerinin hedef organidir (Keeley, 1985; Liu et al., 2009; Arrese and
Soulages, 2010; Roma et al., 2010; Azeez et al., 2014; Li et al., 2019). Metamorfoz
icin gerekli bilesenleri iiretme, depolama ve salgilama gibi metabolik aktiviteleri
gergeklestiren fat body hiicreleri bu siiregte, morfolojik, histolojik, biyokimyasal ve
organizasyon acisindan belirgin degisikliklere ugramaktadir (Dean et al., 1985;
Haunerland and Shirk, 1995; Resh and Carde, 2003; Tian et al., 2013; Jia et al.,
2018). Hemimetabol boceklerde larval fat body biiyiik degisiklikler olmadan ergin
yasaminda da bulunmaya devam eder. Holometabol boceklerde ise metamorfoz
sirasinda tek tek hiicrelere ayrilan fat body belirgin degisiklige ugrayarak yeniden
olusturulmaktadir (Kaneko, 2011; Chapman, 2013). Holometabol boceklerin yagam
dongiisii boyunca hemolenf ve fat body hiicreleri arasinda madde aligverisi
yapilmaktadir. Larval gelisim boyunca hemolenfe aktarilan proteinler, metamorfoz
sirasinda kullanilmak tizere trofositler tarafindan depolanmaktadir. Metamorfoz
asamasindaki bocekler ve ipek bocegi Bombyx mori’de oldugu gibi bazi boceklerin
ergin evrelerinde beslenme davranisi goriilmemektedir. Bu boceklerde ergin
dokularinin olusumunu desteklemek i¢in larval asamada yeterli miktarda besin
depolanmaktadir (Resh and Carde, 2003; Chapman, 2013).

D. melanogaster ve B. mori‘de, fat bodynin yeniden sekillenmesi boyunca
programlanmis hiicre 6liimiinii hiicre ayrigmasi takip eder (Li et al., 2019). Larval
evrede fat body hiicreleri bazal membran tarafindan kiimeler halinde bir arada
tutulmaktadir. Metamorfoz sirasinda hiicrelerin tek tek ayrilmasinin sebebi bu bazal
membranin bozulmaya ugramasidir (Kaneko et al., 2011). Fat bodynin yeniden
sekillenmesi, besin molekiillerini, 6zellikle de, holometabol boceklerde yeni ergin
dokularinin biiylime ve farklilagsmasini desteklemek icin kullanilan larval fat body
dokularinda depolanan lipitler ve proteinleri harekete gegirdigi diistiniilmektedir.

Fat body yeniden sekillenmesinin son adimi ergin fat body dokularinin olusumudur.
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Holometabol boceklerde, ergin fat body dokularinin iki kdkene sahip oldugu
diistiniilmektedir. Bunlar; tek tek ayrilan larval fat body hiicrelerinden yeniden
olusmalar1 ve ergin progenitor hiicrelerden yeniden tretilmeleridir. Ancak, bu iki
olay i¢in heniiz ayrintili deneysel veri bulunmamaktadir (Li et al., 2019).

Yapilan literatiir taramasi sirasinda bir ¢ok bocekte fat bodynin yap1 ve islevi
hakkinda bilgiye ulasilmis fakat farkli gelisim evrelerine sahip olan ipek bocegi
Bombyx mori’nin postembriyonik gelisim evrelerindeki fat body hiicre yapilar1 ve
icerigi hakkinda bilgi eksikligi oldugu gézlenmistir. Bu ¢alisma B. mori’de fat body
hiicrelerinin histolojisi ve histokimyasi, postembriyonik gelisim evrelerine bagh
olarak arastirilip ortaya konulmasi ve bu hiicrelerin icerdigi karbonhidrat, protein
ve yag molekiillerinin histokimyasal olarak belirlenmesini hedef almistir. Ayrica
bu ¢alisma temel bilimlere ve ileride B. mori tiiriiyle ilgili histolojik, fizyolojik veya

ince yapi calismak isteyen arastirmacilara katki saglamasi amaciyla yliriitilmiistiir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma materyali olan ipek bocegi Bombyx mori hibrit yumurtalari Bursa
Kozabirlik® ten temin edilmis ve boliimiimiiziin Ipek Bocegi Kiiltiir

Laboratuvarinda yetistirilmistir.
3.1. Ipek Bocegi Kiiltiir Laboratuvarimin Hazirlanmasi

Boceklerin  yetistirilmesine baslamadan 1 hafta 6nce laboratuvarin
duvarlarina ve besleme sirasinda kullanilacak malzemelere %3’likk formaldehit
puskiirtiilerek sterilizasyon saglanmistir. Boceklerin gelisiminin normal bir sekilde
devam etmesi ic¢in beslendikleri yapragin kalitesinin yani sira laboratuvarin
sicakligl, nemi ve hava sirkiilasyonu onemli c¢evresel faktorlerdir. Bu nedenle
laboratuvarin sicakliginin 24+1°C, neminin larval evreye bagl olarak baslangigta
%80-90 daha sonra yaklasik %70 civari olmasina dikkat edilmis ve hava
sirkiilasyonu saglanmistir. Ayrica ipek bocekleri ¢ok karanligi ve fazla 1518a
sevmedikleri i¢in kiltiir odasinda dogal foto periyot olan uzun giin periyodu
kullanilarak karanlik ve aydinlik arasinda uygunluk saglanmistir (Ryu, 1978;
Kozabirlik, 2016).

3.2. Ipek Boceklerinin Yetistirilmesi

Yaklasik 10 giin stiren inkiibasyonu takiben yumurtadan ¢ikan 1500 adet
larva, Ege Universitesi kampiisii i¢indeki dut agaclarinin yapraklari ile beslenmeye
baslanmistir. Tablalar igerisindeki larvalar giinde li¢ defa beslenmis ve bir defa
yatak temizligi yapilmistir. Boceklerin daha iyi beslenebilmeleri i¢in yapraklarin
kurumamasina dikkat edilerek tablalarin tizeri kagitla kapatilmistir. Larval evrenin
instarlar1 arasinda deri degistirme sirasinda yaprak verilmesi durdurulmus ve
tablalarin {izeri agilmigtir. Son larval instarda olan bocekler bagirsak icerigini
bosaltip, koza 6rmek icin kendine uygun yer aramaya basladigi zaman plastik
askilara alinmistir. Askilarda kozalarini 6rmeye baglayan bocekler hala larval
morfolojilerini koruduklari i¢in 2-3 giin boyunca beklenilmistir. Larva-pupa gegisi,
tamamen Oriilen ve sertlesen kozalarin bir kismi bistiiri ile kesilerek takip edilmistir.
Pupaya gecen ipek bocekleri gozlere ayrilmis koza saklama kutularina aktarilarak,
cikan kelebeklerin bulunduklar1 gézlerden ayrilmamalar icin stleri Ortiilmiistiir.
Kozalarindan kelebeklerin ¢ikisi basladiktan sonra kutular agilarak disi-erkek

ayrimi yapilmistir.
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Boceklerin yasam dongiisii boyunca, asagida tabloda belirtilen giinlerden

orneklemeler yapilmistir (Sekil 3.1).

Tablo 3.1. Orneklemelerin yapildigi evre ve giinler.

Evre Giin
1. instar 0. giin
Larva -
5. instar 0, 4 ve 8. giinler
Prepupa
Pupa
Pupa 0 ve 10. giinler
Ergin (kelebek) Erkek 0.glin

3.3. Morfolojik inceleme

Fat bodynin bdcek i¢indeki konumunu ve seklini ortaya ¢ikarmak amaciyla,
1. instar hari¢ olmak {izere Tablo 3.1’°de belirtilen evrelerde morfolojik incelemeler
yapilmistir.

Ipek boceklerini rahat bir sekilde stereo mikroskopta goriintiileyebilmek icin
parafinli bir petri kabina dorsali yukarida olacak sekilde konulup, bas, son segment
ve laterallerinden ignelenerek disekte edilmistir. Hemolenfin kararmasini
geciktirmek amaciyla bocek fizyolojik suyu ile yikama yapilmistir. Fat bodynin
goriintiilenmesini kisitlayan bagirsak ve trakelerin bir kismi, bazi bireylerde de
gonadlar ¢ikartilmistir. Olympus marka mikroskop ile fotograflar1 ¢ekilmistir.

Ephruse- Beadle 'nin bécek fizyolojik suyu: (Turgay-izzetoglu et al., 2008)

NaCl ..o 7,50r
O 0,35 gr
CaCla v 21 gr
Safsu................ 1000 ml’ye tamamlanir.

3.4. Histolojik ve Sitolojik Inceleme

Fat bodynin hemosoldeki dagilimi ve hiicre tiplerini belirlemek amaciyla
onceden belirlenmis evrelere ait giinlerde ipek bocekleri disekte edilmeden
uygulanacak boya yontemleri gbz oOniinde bulundurularak cesitli fiksatiflere

alimustir.
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Yasam dongiilerine bagli olarak biiyiiyen hayvanlarin dokularina fiksatiflerin
niifuz etmesini kolaylastirmak i¢in 5. larval ve prepupal evrelere ait bireyler toraks,
abdomen bas1 ve abdomen sonu olmak tizere 3’e, pupa ve ergin evrelerdeki bireyler
ise toraks ve abdomen olmak tizere 2’ye boliinmiistiir. Bélme islemi bocekler belli
bir siire fiksatifte bekletildikten sonra keskin bir bisturi ile gergeklestirilerek

fiksasyon iglemine devam edilmistir.

Fat bodynin genel yapisini belirlemek amaciyla bocekler Bouin ve Karnoy
fiksatifleri ile tespit edilmistir. Fat body hiicrelerinde depolanan glikojeni
gostermek i¢in Sainte Marie, Karnoy ve Bouin fiksatifleri, protein graniillerini
gostermek icin ise % 10 formalin, Karnoy ve Bouin fiksatifleri ile tespit edilmistir.
Bu makromolekiillere ek olarak fat bodyde biriken iirik asitleri géstermek amaciyla
Karnoy fiksatifi ile tespit yapilmistir. Tespit edilen 6rnegin biiyiikliigline bagl

olarak fiksatifte bekleme siiresi ayarlanmistir.

Bouin fiksatifini 6rnekten uzaklastirmak i¢in %70 alkolle sar1 renk gidene
kadar yikama yapilmistir. %10 formalinin 6rnekten uzaklagmasi ise 24 saat akar
cesme suyunda bekletilerek saglanmistir. Daha sonra dehidrasyon islemine
gecilmistir. Dehidrasyon artan alkol serileri ile yapilmistir. Sainte Marie ve Karnoy
fiksatiflerinin ise yikama basamagi yoktur, tespit isleminden sonra 6rnekler dehidre

edilmistir.

Ornekler dehidrasyondan isleminden sonra ksilol basamaklarindan
gegirilerek parafine gdmiilmistiir. Mikrotomda her evredeki boceklerin toraksinin
2. segmentinden ve abdomenin 1 ve 5. segmentlerinden, 5’er um kalinliginda
kesitler almarak histolojik boyamalar yapilmistir (Ober, 2009; Tablo 3.2).
Tamamen kuruyan preparatlarin Zeiss Axio Scope Al marka mikroskopla ZEN

goriintii analiz yazilimi kullanilarak fotograflart ¢ekilmistir.

Bouin fiksatifinin hazirlanisi:

Doymus pikrik asit .............. 75 ml
%40 formaldehit ................. 25 ml
ASEtiK aSit ..ovveeee 5ml

Karnoy fiksatifinin hazirlanisi:

%0100 etil alkol .........evvvvvernennnnn. 60 ml
ASEtiK aSit ..o 20 ml
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Sainte Marie fiksatifinin haziranigi:

%96 etil alkol ......ccevveveeeeeiis 99 ml
ASEtIK ASIt .o 1ml

%10 formalin fiksatifinin hazirlanisi:

Mayer Hematoksilen-Eozin (H&E) (Humason, 1962)

1. Deparafinizasyon (Ksilol) ........cccccevvvivniiinnnnnn 15er dk (x2)

2. Hidrasyon (%100, %96, %70 alkol) ..........c.cccccveneee.

3. Mayer hematoksilen Cl. 75290 (109249, Merck) ........

4. Yikama (akar gesme suyu) .......... mavi-mor renk olana kadar

5. Saf suda ¢alkalama

6. Eozin CI. 45380 (109844, MEerck) .......ccccoevvrvrcieinnnnns

7. Saf suda ¢alkalama

8. Dehidrasyon (%70, %96, %100 alkol) ..............c........

9. Seffaflagtirma (KSHOI) ......ccoooviiiiiiiiiii 15er dk (x2)

10. Kapama (entellan)

Merkiirik bromfenol mavisi

1. Deparafinizasyon (Ksilol) ........c.cocoevvivieinennnnnnnn, 15er dk (x2)

2. Hidrasyon (%100, %96, %70 alkol) ..........ccccceveriennene

3. Merkiirik bromfenol mavisi ........ccccoeeeeeeeeennnn. 2 saat 15 dk

4. Asetik asitte (%0,5) yikama .........ccccooeviiininiinininnn

5. Yikama (saf su) .......ccceeeee kesitler mavi olana kadar(~15 dk)

6. Dehidrasyon (%70, %96, %100 alkol) ...........c..cccv....

7. Seffaflagtirma (ksilol) .......ccoooviiiiiiiiiiiie, 15er dk (x2)

8. Kapama (entellan)
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Merkiirik bromfenol mavisi hazirlanisi:

Merkiirik Klorit ......cooovvvviiiiiiinnnne 1lor
Bromfenol mavisi .................... 0,05 gr
%2’lik asetik asit ...........ccveeenne 100 ml

Alsiyan mavisi- Periyodik Asit Schiff (PAS) (Humason, 1962)

1. Deparafinizasyon (KSilol) ........ccccoeevrvvniniivnnnnnn. 15er dk (x2)

2. Hidrasyon (%100, %96, %70 alkol) .........c..ccccvevnenne.

3. AISIYAN MAVIST c.voviiiiiiiiieieeee e

4. Yikama (akar ¢esme SUYU) ...ccccvverveererniieeneenieeniee e

5. Saf suda ¢alkalama

6. Periyodik asit (%65) ...cocevveiiiieeiecie e

7. Yikama ( akar ¢eSMe SUYU) ..covververivirierieneenieenieseesieenes

8. Saf suda galkalama
9. Schiff reaktifi Cl. 42500 (109033, MerckK) ....................

10, SUIUIOZ QST ..veeeeeiieeeieiee ettt e e e e e e e s e e e eesennnns

11. Yikama (akar ¢eSme SUYU) ....cocvervireerieerienienieenie e

12. Saf suda ¢alkalama

13. Dehidrasyon (%70, %96, %100 alkol) .......................

14. Seffaflagtirma (Ksilol) ......c.ccoovvviiinniniiiieieens 15er dk (x2)

15. Kapama (entellan)

Alsiyan mavisi hazirlanigsi:

Alsiyan mavisi 8GX CI. 74240 (105234, Merck) ... 1 gr
ASELIK ASIT .. 3mi

Stilfuroz asit hazirlanigi:

%10’luk sodyum metabisiilfit ..........ccc.ccevernnee. 6 ml
INHCI oo 5ml



16

IN HCI hazirlanisi:
HCI e 8,35ml
Saf SU ..o 100ml’ye tamamlanir.

Giimiig nitrat (Gomori, 1952; Patkin and Sorokin, 1983)

1. Deparafinizasyon (Ksilol) ........cccocevvviveiirenninnnn 15er dk (x2)
2. Hidrasyon (%100, %96, %70 alkol) ..........cccccevvenene. 15er dk
3. Glmiis nitrat (etiiv iginde, 37°C) ..oovvvierieie e 3-4 dk
4. Yikama (saf su) (etiiv iginde, 37°C) ..coevvveieiininineen 1dk
5. Sodyum tiyosilfat (%5) .....cccccveverieeiiiieiieie e 3 dk

6. Saf su calkalama

7. Light green (zit bOyama) .........cocevvveeneeieerienienesiesiennns 2-3 dk
8. Saf suda ¢alkalama

9. Dehidrasyon (%70, %96, %100 alkol) ..............c........ 15er dk
10. Seffaflagtirma (Ksilol) .......cccooveviiiinicniniieee, 15er dk (x2)

11. Kapama (entellan)

Giimiis nitrat hazirlanigi.

Jelatin eriyene kadar karistirildiktan sonra 50 ul formik asit eklenmistir. Kesitlerin
oldugu lamin iizerine 3 damla jelatin ve 3 damla glimiis nitrat damlatilmistir.

Lamelle kapatilip etiive konulmustur.

Light green hazirlanisi:

Light green SF yellowish ... 1 gr
SAF SU oo 100 ml
Glasiyal asetik aSit ..........cccovvvivivieiinineesce 1ml
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Yar1 ince yapilariin goriintiilenmesi i¢in 5. instar 8. giiniindeki, pupanin 0.
giintindeki ve ergin evredeki erkek bireylere diseksiyon yapilarak toraks, abdomen
basi ve abdomen sonu bdlgelerinden alinan fat body, Karnovski fiksatifinde (%8’lik
paraformaldehit, %25°lik gluteraldehit, 0.2M kakodilat tampon ve bidistile su) bir
gece +4°C’de tespit edilmistir. Tespitten sonra, tamponda yikamanin ardindan,
%1°lik OsO4 (Ozmiyum tetra oksit) ile ikinci tespit gergeklestirilmistir. Ardindan
doku yiikselen derecelerde alkol serilerinden gegirilmistir. Devaminda toluol ve
epon serilerinden gegirildikten sonra Epon 812 recineye gomilmiistiir. Epon
bloklardan ultramikrotomda alinan 0,75 pm’lik yar1 ince kesitler toluidin mavisi ile
boyanarak (Soysiiren, 2016). Zeiss Axio Scope Al marka mikroskopla ZEN
goriintli analiz yazilimi kullanilarak fotograflar1 ¢cekilmistir.

TEM i¢in gridlere alinan ince kesitler, sirasiyla uranil asetat ve kursun sitrat
ile boyanmustir (Soysiiren, 2016; Tablo 3.2). Gridler Jeol 100C elektron
mikroskobunda incelenmis, TEM Jeol 100C dijitalde ¢ekilmistir

Toluidin mavisi ile boyanan yar1 ince kesitlerin gekilen fotograflar tizerinde
ZEN gériintii analiz yazilimi kullanilarak trofositlerdeki 500 pm?’lik bir alan i¢inde
bulunan yag damlaciklarinin sayist ve bu damlaciklarin ¢ap ortalamalar
Ol¢iilmiistiir. Belirlenen evrelerde toraks ve abdomen bdlgeleri boyunca yapilan bu
Olctimler 3 kez tekrarlanmistir. Elde edilen verilerin, SPSS yazilimi kullanilarak
gerekli Independent Samples t testi, One way ANOVA ve Man Whitney U
istatistiksel analizleri yapilmistir.



18

Tablo 3.2. Histolojik ve sitolojik preparasyon i¢in kullanilan evre ve yontemler.

GoOomme ortami

Evre Fiksatif | Ve mikrotom Boya
cesidi
1. instar 0. giin ve 5. instar 0 ve 4. giinler .
. ) Parafin
Pupa 0 ve 10. giinler Bouin Mayer
Ergin erkek Rotary mikrotom | Hematoksilen-
5. instar 8. giin (Baird&Tatlock) | E0zin (H&E)
Prepupa Karnoy
1. instar 0. glin
5. instar 0, 4. giinler, 8. giiniin toraks ve .

; i Alsiyan
abdomen bas1 Sainte Parafin mav)ilsi-
Prepupa, Pupa 0ve 10. gl'inler Marie Rotary mikrotom Per|y0d|k asit
Ergin erkek (Baird&Tatlock) | schiff (PAS)
5. instar 8. giin abdomen sonu Karnoy
1.ve 5. instar 0. giinler
5. instar 8. giin abdomen sonu %10
Pupa 10. giin toraks ve abdomen basgi formalin
5. instar 4. giin Parafin Merkiirik
Prepupa af)domen sonu Bouin Rotary mikrotom bromfgr!ol
Pupa 0. giin (Baird&Tatlock) ma
5.instar 8. giin toraks ve abdomen basi
Prepupa toraks ve abdomen basi
Pupa 10. giin abdomen sonu Karnoy
Ergin erkek

. . Parafin

l.instar 0. giin, 5.instar 0, 4 ve 8. giinler
Prepupa, Pupa 0 ve 10. giinler Karnoy Rotary mikrotom | Giimiis nitrat
Ergin erkek (Baird&Tatlock)
S.instar 8. giin Karnovski Epon Toluidin
Pupg 0 mavisi
Ergin erkek 050, Ultratom
S.instar 8. giin K ki Epon )
Pupa 0 arnovski Kursun sitrat

. Uranil asetat
Ergin erkek 0s0, Ultratom
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4. BULGULAR
4.1. Morfolojik Bulgular

Larval evre: 5. instar 0. giine ait bocekler stereo mikroskop altinda
incelendiginde fat bodynin toraks ve abdomen boyunca ince seritler halinde
yayildig1 goriilmiistiir. Tiim viicut segmentlerinde trakelerle temas halinde oldugu
dikkat ¢cekmistir (Sekil 4.1a, b ve c). 4. giine ait bireylerdeki fat body dagiliminda
bir farkliik goriilmemistir fakat fat body loplarinin hem hacminin hem de
miktarimin arttig1 dikkat cekmistir (Sekil 4.1d, e ve ). 8. glindeki bireylerde fat body
loplarin daha da biiyiidiigii belirlenmistir. Ayrica son larval evrenin incelenen ti¢
giiniinde fat body loplarinin yogunlugunun hayvanin posteriorunda fazla oldugu

gbzlemlenmistir (Sekil 4.1g, h ve 1).

Pupal evre: Prepupa asamasindaki fat body yapisinin larval evrenin 8.
glinlindeki fat body yapisina gore miktarinin artmasina ragmen yapisinin gevsedigi
goriilmistiir (Sekil 4.11, j ve k). Pupanin 0. giinlinde fat bodynin gevsek bir yap1
haline geldigi ve tiim viicut bosluklarmm kapladig: dikkat gekmistir. Ozellikle toraks
ve abdomen basindaki fat body yogunlugunun, prepupanin toraks ve abdomen
basina gore daha fazla oldugu goriilmistiir (Sekil 4.1, m ve n). Pupanin 10. giiniinde
toraks ve abdomen morfolojik olarak tamamen farklilasmistir. Torakstaki fat body
yok olmus ve burada sadece u¢ma kaslarini gézlenmistir. Abdomenin tamaminda
bulunan fat body loplar1 6nceki evrelere gore daha kiigiilmiis ve sayica azalmistir
(Sekil 4.10, 6 ve p).

Ergin evre: Ergin erkek bireylerin torakslarinda sadece ugma kaslarinin yer
aldig1 belirlenmistir. Abdomenindeki fat body yogunlugunun pupanin 10. giiniine
gore daha da azaldig1 ve yapisinin daha da gevsek bir hal aldig1 goriilmiistiir (Sekil
4.1r,sves).

4.2. Histolojik Bulgular

Tablo 3.1°de belirtilen evrelere gore, ipek bdceklerinin yumurtadan
c¢ikmasindan itibaren takip edilen fat bodynin gelisimi, konumu, genel yapist ve
hiicrelerini belirlemek amaciyla Mayer Hematoksilen- Eozin boyas1 uygulanmustir.
Hazirlanan preparatlar incelenmis ve bu dogrultuda elde edilen bulgular gelisim
evreleri (larva, pupa ve ergin) temel alinarak karsilastirmalar yapilmustir. Incelenen
tim evrelerde fat bodynin sadece trofositlerden olustugu belirlenmis, ayrica bazi

evrelerde fat body ile iligkili olan 6nositlerin varlig1 da gosterilmistir.



20

en
o)
& %e Toraks Abdomen bas1 Abdomen sonu
‘e
A 1" i -.'-‘- .
! 3 N DS Y B
: - Sa T AES (T
5. instar b o % “""f
0. gﬁn P, 7 , 3 3 -" v-
' \ J : e |
b ’. % \
3 o Al
1 Y.
Y
5. instar
4. giin } . £ 3
X = ¥4
5. instar :
8. glin
Prepupa 4 }\}:
Pupa
0. glin
O 0 2 e
Pupa o
10. giin S " éa
Ergin
erkek 4 iy

Sekil 4.1. Bombyx mori’nin fat body yapisinin stereo mikroskop ile gdsterilmesi.

Larval evre: 1. instarin 0. giiniinde fat body toraks ve abdomen boyunca
integiimentin hemen altinda yer almistir (Sekil 4.2). Fat bodynin hem tek tek
hiicreler halinde hem de tek hiicre sirasindan olusan tabaka seklinde bulundugu
goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.2. Bombyx mori larvasinin 1. instar 0. giiniindeki fat body yapisinin Mayer
hematoksilen-eozin ile gosterilmesi. @) toraks, b) abdomen basi, ¢) abdomen sonu, dd; dorsal damar,
ib; ipek bezi, k; kas, mt; malpighi tiipleri, ob; orta bagirsak 6b; 6n bagirsak, sb; son bagirsak t;
trake, vss; ventral sinir seridi, *; fat body.

Sekil 4.3. B. mori’nin 1. instar 0. giiniine ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile gosterilmesi.

a) toraks, b) abdomen basi, c) abdomen sonu. eh; epidermal hiicreler, Kk; kas, n; nukleus, 6; énosit,
*; fat body.

5. larval evrenin 0. giinlindeki bireylerin toraks, abdomen bas1 ve abdomen
sonu bolgeleri histolojik a¢idan incelendiginde viicudun biiytik bir kismin1 kaplayan
sindirim kanali, 6zellikle dorsalde integlimentin hemen altinda bulunan kaslar ve
viicudun genelinde yer alan trakeler dikkat cekmistir (Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6).
Genellikle kiibik sekilde oldugu goriilen fat body hiicrelerinin biiyiik ve merkezi
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konumlu nukleusa sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.7). Bu evrede fat body
bazofilik olarak boyanmustir (Sekil 4.4- 4.7). Baz1 bolgelerde fat body loplarinin
yakinlarinda 6nosit ve hemositlerin bulundugu da gortlmiustiir (Sekil 4.7).

5. instar 0. giliniiniin toraks bolgesindeki fat bodynin dorsalde kaslar ve
bagirsak arasinda, cogunlukla tek sirali hiicre tabakalar1 seklinde; ventralde ise hem
bagirsak ve kaslarin arasinda hem de integiimentin hemen altinda, birden fazla
hiicre tabakalarina sahip loplar seklinde diizenlendigi goriilmiistiir. Torakstaki
yliriime bacaklarina kadar uzanan fat bodynin, bu bélgede loplar seklinde yer aldigi,
ayrica hemolenf hiicreleri ile yakindan iligkili oldugu dikkat ¢ekmistir (Sekil 4.4).

opm

200 um

Sekil 4.4. B. mori’nin 5. instar 0. giiniiniin toraks bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-
E boyasi ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, 6b; 6n bagirsak, t; trake, vss;
ventral sinir seridi, *; fat body.

Abdomen basinda ise, fat bodynin bazi bolgelerde tek sirali hiicre tabakalari,
bazi1 bolgelerde ise birgok hiicre sirasindan olusan loplar seklinde sindirim kanalinin
etrafinda gelisi gilizel sekilde siralandig1 goriilmiistiir. Ayrica fat body loplarinin
biiyiik bir kisminin sindirim kanali ve kaslar arasina yerlestigi belirlenmistir (Sekil
4.5). Fat bodynin abdomen sonundaki dagilimi, abdomen basindaki fat body
dagilimina benzedigi belirlenmistir (Sekil 4.6).



23

Sekil 4.5. B. mori’nin 5. instar 0. giiniiniin abdomen bas1 bolgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, ob; orta bagirsak, t; trake, vss;
ventral sinir seridi, *; fat body.

Sekil 4.6. B. mori’nin 5. instar 0. giiniiniin abdomen sonu bélgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, sb; son
bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir seridi, *; fat body.
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Sekil 4.7. B. mori’nin 5. instar 0. giiniine ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile gosterilmesi.
a) toraks, b) abdomen bagi, ¢) abdomen sonu. h; hemosit, n; nukleus, 6; 6nosit.

5. larval evrenin 4. giiniine ait bireylerin toraksinda bagirsagin etrafinda
birden ¢ok hiicre katmanindan olusan fat body loplart nispeten kiiciik boyutlu,
poligonal hiicrelerden, integiimente yakin olan fat body ise daha biiyiik hiicrelerden
olusur. (Sekil 4.8).

Sekil 4.8. B. mori’nin 5. instar 4. giiniiniin toraks bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-
E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, 6b; on bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir
seridi, *; fat body.
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Abdomen bagi ve sonunda tek sirali kompakt fat body hiicre tabakalari ile
birlikte, ¢ok sayida hiicre sirasindan olusan fat body loplarinin tiim viicut
bosluklarin1 doldurdugu goriilmiistiir (Sekil 4.9 ve 4.10).

F r ; ST

i i

Sekil 4.9. B. mori’nin 5. instar 4. giinliniin abdomen bas1 bolgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, ob; orta bagirsak, t; trake, vss;
ventral sinir seridi, *; fat body.

Sekil 4.10. B. mori’nin 5. instar 4. giintiniin abdomen sonu bolgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, sb; son
bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir seridi, *; fat body.
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Ayrica abdomen sonundaki fat body loplarinin abdominal ayaklara kadar
uzandigt belirlenmistir (Sekil 4.10). Torakstaki yuvarlak ve merkezi konumlu
nukleuslar, abdomen bas1 ve sonu bolgelerinde sitoplazmadaki vakuollerin bollugu

nedeniyle sikigsmis halde goriinmektedir (Sekil 4.11).

Bu evrenin toraks ve abdomen bdlgeleri boyunca bulunan fat bodynin 5.
instar 0. giindeki bireylerin toraks ve abdomen boélgelerine gore daha yogun
bulundugu goriilmiistiir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6, 4.8, 4.9 ve 4.10).

Sekil 4.11. B. mori’nin 5. instar 4. giinline ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile
gosterilmesi. a ve b) toraks, ¢) abdomen basi, d) abdomen sonu. eh; epidermal hiicreler, n; nukleus,
t; trake, vss; ventral sinir seridi.

5. instarin 8. gliniine ait bireylerin toraks ve abdomen bdlgeleri boyunca fat
body loplarinin 6nceki evrelere gore daha da arttigi goriilmustiir (Sekil 4.12- 4.14).

Toraks ve abdomen basinda, onceki evrelerde gordiiglimiiz kompakt hiicre
yapisinin bozulmaya basladigi (Sekil 4.15a ve b), abdomen sonundaki trofositlerin
kompakt yapisinin ise korundugu belirlenmistir (Sekil 4.15c). Trofositlerin
nukleuslar1t merkezi konumlu ve yer yer sitoplazmalarindaki yogun depo vakuolleri
tarafindan sikigsmis halde goriilmektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.12. B. mori’nin 5. instar 8. giiniiniin toraks bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-
E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, 6b; 6n bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir
seridi, *; fat body.

Sekil 4.13. B. mori’nin 5. instar 8. giiniiniin abdomen bag1 bdlgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, ob; orta bagirsak, t; trake, vss;
ventral sinir seridi, *; fat body.



Sekil 4.14. B. mori’nin 5. instar 8. giiniiniin abdomen sonu bolgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, sb; son
bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir seridi, *; fat body.

Sekil 4.15. B. mori’nin 5. instar 8. giinline ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile
gosterilmesi. a) toraks, b) abdomen basi, ¢) abdomen sonu. k; kas, n; nukleus.
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Pupal evre: Genel yapist bakimindan larval evre boyunca bir farklilik
bulunmayan fat bodynin, prepupal evre boyunca tiim boélgelerde PF ve PV olmak
tizere histolojik olarak ayrimi yapilmistir. Genellikle integiimentin yakinlarinda
konumlanan PF fat body hiicrelerinin sinirlar1 belirgindir ve lop yapisi gevsemeye
baslamistir. Ozellikle sindirim kanalinin etrafinda ve diger dokularla da yer yer
temas halinde olan PV fat bodynin gevsek lop yapisinin bozulmaya basladigi

gOriilmiis ve hiicre siirlari net olarak belirlenememistir (Sekil 4.16- 4.18).

Prepupa toraksinda PF fat bodynin biiyiik yag damlaciklarina sahip oldugu ve
bazofilik boyandigi belirlenmistir (Sekil 4.19a). PV fat body hiicreleri ise,
sitoplazmalarinda fazlaca yer kaplayan makromolekiil depolarina sahip oldugu igin
asidofilik boyanmustir (Sekil 4.19b). Abdomen basi ve sonunda PF fat bodynin
integlimentin hemen altinda bulundugu, neredeyse sadece yag damlacig igerdigi ve
PV fat bodye gore daha az bulundugu belirlenmis ve her iki doku tipinin de
genellikle baz1 bolgelerde birbirinden ayrilmasi, bazi bélgelerde ise birbirine temas
etmesine kas tabakasinin neden oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.17, 4.18, 4.19c¢ ve d).
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Sekil 4.16. B. mori ‘nin prepupasinin toraks bolgesine ait fat body yapisimin Mayer H-E ile
gosterilmesi. ib; ipek bezi, k; kas, 6b; 6n bagirsak, PF; periferal fat body, PV; perivisseral fat body,
t; trake, vss; ventral sinir seridi.
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Sekil 4.17. B mori 'nin prepupasinin abdomen bagi bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-
E ile gosterilmesi. ib; ipek bezi, k; kas, ob; orta bagirsak, PF; periferal fat body, PV; perivisseral
fat body, t; trake, vss; ventral sinir seridi.

Sekil 4.18. B. mori 'nin prepupasinin abdomen sonu bolgesine ait fat body yapisinin Mayer
H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, PF; periferal fat body, PV;
perivisseral fat body, sb; son bagirsak, t; trake, vss; ventral sinir seridi.



Sekil 4.19. B. mori’nin prepupasina ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile gosterilmesi. a)
toraks PF fat body, b) toraks PV fat body, ¢) abdomen basi, d) abdomen sonu. PF; periferal fat body,
PV; perivisseral fat body.

Prepupa evresinde oldugu gibi pupanin 0. giliniiniin toraks, abdomen basi ve
abdomen sonu bolgelerinde de, integiimentin hemen altindaki PF fat body gevsek
lop yapisin1 korumus ve yag damlaciklari ile dolu oldugu gériilmiistiir. i¢ organlar
cevreleyen PV fat body lop yapisinin tamamen bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 4.20-
4.22).

F

Sekil 4.20. B. mori pupasinin 0. giiniiniin toraks bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-E
ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, k; kas, 6b; on bagirsak, PF; periferal fat body, PV; perivisseral
fat body, t; trake, vss; ventral sinir seridi.



Sekil 4.21. B. mori pupasmin 0. giiniiniin abdomen bas1 bolgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. ib; ipek bezi, k; kas, ob; orta bagirsak, PF; periferal fat body, PV;
perivisseral fat body, t; trake vss; ventral sinir seridi.

Sekil 4.22. B. mori pupasiin 0. giiniiniin abdomen sonu bdlgesine ait fat body yapisinin
Mayer H-E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, ib; ipek bezi, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, PF;
periferal fat body, PV; perivisseral fat body, sb; son bagirsak, t; trake, ts; testis, vss; ventral sinir
seridi.
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PF fat body genellikle integiimentin hemen altinda bulunmasina ve bir kas
tabakasi ile PV fat bodyden ayrilmasina ragmen bu iki doku bazi bolgelerde
birbirine temas etmistir (Sekil 4.23a).

Pupanin 0. giiniinde de biitiin bolgelerde PF ve PV fat bodynin histolojik
olarak ayrimi yapilabilmektedir. Hatta bu ayrim makromolekiil belirlemede
kullanilan farkli histokimyasal boyalarla da ¢ok net bir sekilde belirlenmistir (Sekil
4.23ve 4.24).
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Sekil 4.23. B. mori pupasimin 0. giiniine ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile gosterilmesi.
a) toraks, b ve ¢) abdomen bagi (sirasiyla PV ve PF), d ve e) abdomen sonu (sirasiyla PV ve PF).
n; nukleus, o; 6nosit, PF; periferal fat body, PV; perivisseral fat body, t; trake.

Makroskobik incelemeler sirasinda pupal evrenin 10. giiniinden itibaren
toraks bolgesinde sadece kas doku goriildiigii i¢cin pupanin 10. giiniindeki ve ergin
bireylerin toraks bolgeleri histolojik-sitolojik incelemelere alinmamistir (Sekil 4.10
ver).



Sekil 4.24. B. mori pupasi 0. giiniinde abdomen bags1 bolgesindeki periferal (PF- sag) ve
perivisseral (PV- sol) fat bodylerin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. a, b ve ¢) Merkiirik
bromfenol mavisi, d ve e) Alsiyan mavisi- PAS, f ve g) Gimiis nitrat, yd; yag damlacigi, »;
glikojen, —; protein, >; iirik asit

Pupal evrenin 10. giiniindeki bireylerin abdomen boyunca PF ve PV fat body
ayrimi belirlenememistir. Pupanin 0. giiniindeki goriintiisiinii tamamen kaybeden
fat body, gevsek, i¢i bos yag damlaciklarindan olusan, dantele benzer loplar halinde

yeniden diizenlenmis ve abdomenin geneline dagilmistir. (Sekil 4.25- 4.27).
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Sekil 4.25. B. mori pupas 10. giiniiniin abdomen bas1 bolgesine ait fat body yapisinin Mayer
H-E ile gosterilmesi. 0b; orta bagirsak, t; trake, k; kas, vss; ventral sinir seridi, *; fat body.

Sekil 4.26. B. mori pupast 10. giiniiniin abdomen sonu bdlgesine ait fat body yapisinin Mayer
H-E ile gosterilmesi. t; trake, k; kas, mt; Malpighi tiipleri, vss; ventral sinir geridi.
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Sekil 4.27. B. mori pupast 10. giiniine ait fat body hiicrelerinin Mayer H-E ile gosterilmesi.
a) abdomen basi, b) abdomen sonu. h; hemosit.

Ergin evre: Yapilan morfolojik incelemeler sirasinda ergin disi bireylerin
abdomeni yumurtalarla dolu oldugu goriilmiistiir. Bu yumurtalar histolojik
preparasyon (fiksasyon ve kesit alma) sirasinda zorluk yaratacagindan disi bireyler
histolojik incelemelere dahil edilmemistir. Onceki evrede oldugu gibi PF ve PV
olarak ayrimi yapilamayan fat body ergin erkeklerde de, abdomen boyunca
dantelimsi yapida ve tiim viicut bosluklarini kaplamaktadir (Sekil 4.28 ve 4.29).

S I‘ |

Sekil 4.28. B. mori ergin erkeginin abdomen bagi bolgesine ait fat body yapisimin Mayer H-
E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, k; kas, t; trake, *; fat body.
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Sekil 4.29. B. mori ergin erkeginin abdomen sonu bolgesine ait fat body yapisinin Mayer H-
E ile gosterilmesi. dd; dorsal damar, K; kas, ts; testis, t; trake, *; fat body.

Hiicre smirlart ayirt edilemeyen trofositlerin nukleuslari, sitoplazmalarini
dolduran iri yag damlaciklari tarafindan sikistirilmistir (Sekil 4.30).

Sekil 4.30. B. mori ergin erkegine ait fat body hiicre yapisinin Mayer H-E ile gosterilmesi.
a) abdomen basi, b) abdomen sonu. h; hemosit, k; kas, 6; 6nosit.
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Yapilan histolojik ve histokimyasal boyamalar sonucunda farkli boyutlardaki
Onositlerin integlimentin altinda yer aldig1 cesitli evrelerde net bir sekilde tespit
edilmistir (Sekil 4.31).

Sekil 4.31. B. mori’nin farkli evrelerindeki Onositlerin farkli histokimyasal boyalarla
gosterilmesi. a ve b) Mayer H-E (pupa 10. giin abdomen bag1 ve sonu), ¢ ve d) Merkiirik bromfenol
mavisi, e ve f) Glimiig nitrat (pupa 10. glin abdomen bag1 ve sonu). eh: apidermis hiicreleri, fb: fat
body, k: kas, 6n: 6nosit nukleusu.

4.3 Makromolekiiler Bulgular

Trofositlerde depolandigi bilinen glikojen igerigini belirlemek amaciyla
yapilan alsiyan mavisi-PAS boyamasi sonucunda, glikojen icerigi bazi evrelerde
pembe-mor renkli graniiller olarak goriilirken bazi evrelerde ise yogun lekeler
seklinde goriilmiistiir. Merkiirik bromfenol mavisi boyamasi sonucunda belirlenen
protein graniillerinin farkli boyutlarda olabildigi goriilmiistiir. Ayrica iirik asit
graniilleri, glimiis nitrat boyamasi ile belirlenerek tiim trofositlerde bulundugu
ortaya konulmustur. Yapilan ii¢ histokimyasal boyama sonucunda da yag

damlaciklar1 negatif reaksiyon gostererek bos vakuoller seklinde belirlenmistir.



39

Ipek boceklerinin yumurtadan c¢ikmasindan itibaren takip edilen gelisim
evreleri boyunca glikojen graniilleri ilk defa 3. instarda birikmeye baslanmistir
(Sekil 4.32a). Protein ve iirik asit graniillerinin birikimi ise 4. instardan itibaren
belirlenmistir (Sekil 4.32b ve c).

Sekil 4.32. B. mori’nin trofositlerinde depolanmaya baslayan glikojen, protein ve {irik asit
igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. @) 3. instar 0. giin (alsiyan mavisi-PAS), b)
4. instar 0. giin (merkiirik bromfenol mavisi), c) 4. instar 0. giin (glimiis nitrat), k;kas, n; nukleus,
vss; ventral sinir seridi, yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; iirik asit.

Larval evre: 5. instarin 0. giiniindeki ipek boceklerinin torakslarinda biriken
glikojen igeriginin, kiiciik graniiller seklinde trofositlerin sitoplazmalarinda
yayildigi goriilmistir (Sekil 4.33a). Abdomen basi ve sonundaki glikojen depolari
ise graniilden farkli olarak lekeler seklinde olup, genellikle yag damlaciklarmin
cevresinde bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.33b ve c). Abdomen sonundaki
glikojen yogunlugunun, toraks ve abdomen bagmna gore daha fazla oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.33b ve c).

Trofositlerdeki protein graniilii yogunlugunun bdcegin anteriorundan
posterioruna gidildikce arttifi ve bu graniillerin genellikle yag damlaciklarmin
cevresinde bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.33d, e ve f). Urik asit graniilleri de
secilen biitlin bolgelerde genellikle sitoplazmada daginik halde ve irili ufaklh
boyutlarda biriktigi goriilmistiir (Sekil 4.33g, h ve 1).
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Sekil 4.33. B. mori larvasi 5. instar 0. giiniline ait segilen bolgelerdeki trofositlerde depolanan
glikojen, protein ve tirik asit igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gésterilmesi. yd; yag
damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; {irik asit.

5. instar 4. giindeki bireylerin biitiin bélgelerinde bulunan trofositlerinde, 0.
giinde bulunan trofositlere gore glikojen, protein ve iirik asit yogunlugunda bir artis
saptanmistir(Sekil 4.33 ve 4.34). Toraks ve abdomen boyunca yag damlaciklarinin
etrafinda biriken glikojenlerin yogun, yuvarlak lekeler seklinde oldugu ve abdomen
sonundaki glikojen igeriginin fat body hiicrelerinin periferinde yogunlastig1 dikkat
cekmistir (Sekil 4.34a, b ve c).

Bu evrede kiiciik boyutlu protein graniillerinin abdomen sonunda en yogun
olmak iizere ii¢ bdlgede de bulundugu gériilmiistiir (Sekil 4.34d, e ve f). Urik asit
graniillerinin bir 6nceki evreye gore, tiim bolgelerdeki yogunlugunun artis1 fakat
boyutlarinin kiigiilmesi dikkat ¢ekmistir. Abdomen basina gore toraks ve abdomen
sonunda yogun olarak boyandig1 belirlenmistir (Sekil 4.34g, h ve 1).
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Sekil 4.34. B. mori larvasi 5. instar 4. giinline ait segilen bolgelerdeki trofositlerde depolanan
glikojen, protein ve tirik asit igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. n; nukleus,
yd; yag damlacigi, P ; glikojen, —; protein, >; {irik asit.

5. instarmm 8. gilinline ait boceklerin trofositlerinde, yag damlaciklarinin
cevresinde bulunan glikojen birikimi toraks ve abdomen boyunca yogun olarak
goriilmistiir (Sekil 4.35a, b ve ¢). Bu evrede kiigiik boyutlu olarak bulunan protein
graniillerinin en yogun oldugu bdlge, bir 6nceki evrede oldugu gibi abdomen sonu
olarak belirlenmistir (Sekil 4.35d, e, f, 4.36¢, 4.37e ve f). Urik asit iceriginin toraks
ve abdomen sonunda yogun ve iri graniiller seklinde, abdomen basinda ise kiigiik
boyutlu olarak biriktigi tespit edilmistir (Sekil 4.35g, h ve 1).

Ayrica bu evrede trofositlerin igindeki irili ufakli ¢ok sayidaki yag
damlaciklar toluidin boyasiyla da ¢ok net bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.35. B. mori larvasi 5. instar 8. giiniine ait segilen bolgelerdeki trofositlerde depolanan
glikojen, protein ve {irik asit iceriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. n; nukleus,
yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; iirik asit.

Sekil 4.36. B. mori larvast 5. instar 8. giine ait trofositlerde biriken yag damlaciklarinin
toluidin mavisi ile gosterilmesi. a) toraks, b) abdomen basi, ¢) abdomen sonu. n; nukleus, yd; yag
damlacig1, —; protein.



Sekil 4.37. B. mori larvasi 5. instar 8. giiniine ait trofositlerin ince yapisi. a ve b) toraks, c ve
d) abdomen bas, e ve f) abdomen sonu, n; nukleus, yd; yag damlacigi, ®; glikojen, —; protein, +;
hiicre zar1.

Pupal evre: Glikojen birikimi pupal evre boyunca lekeden ziyade graniil
formunda karsimiza ¢ikmistir. Diger depo molekiillerinin yapisinda bir farklilik

belirlenememistir.

Prepupa toraks ve abdomen bdlgelerindeki PV fat body hiicrelerinin glikojen,
protein ve lirik asit igerigi bakimidan PF fat body hiicrelerine gére daha zengin
oldugu uygulanan tiim histokimyasal boyalarin baskinligindan ayirt
edilebilmektedir (Sekil 4.38 ve 4.39). PF fat body hiicrelerinin glikojen
graniillerinin, incelenen ii¢ bdlge ele alindiginda, abdomen basinda yogun olarak
biriktigi belirlenmistir (Sekil 4.38a, b ve c). Protein graniilleri hem toraks hem de
abdomen basinda yogunlastig1 gériilmiistiir (Sekil 4.38d, e ve f). Urik asit birikimi
ise biitlin bolgelerde benzer goriintimdedir (Sekil 4.38¢g, h ve 1).
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glikojen, protein ve {irik asit iceriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. n; nukleus,
yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; iirik asit.
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Sekil 4.39. B. mori prepupasinin segilen bolgelerindeki PV fat body hiicrelerinde depolanan
glikojen, protein ve iirik asit igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi n; nukleus, vss;
ventral sinir seridi, yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; iirik asit.
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PV fat body hiicrelerinin irili ufakl glikojen grantilleri tiim bolgelerde yogun
olarak bulundugu belirlenirken (Sekil 4.39a, b ve c), protein ve iirik asit
graniillerinin ise toraks bdlgesine kiyasla abdomen bolgesinde yogunlastigi
belirlenmistir (Sekil 4.39d- 1).

Ayrica prepupanin biitiin bolgelerindeki PF ve PV fat body hiicrelerinde
biriken irili ufakli yag damlaciklarinin yogunlugu larval evreye gore daha da
artmistir (Sekil 4.38 ve 4.39).

Pupanin 0. giliniine ait bireylerin biitiin bolgelerindeki PF fat body glikojen
igerigi bakimindan ele alindiginda en yogun bdlgenin, prepupa evresinde oldugu
gibi, abdomen basi oldugu belirlenmistir. Toraks ve abdomen sonu bdlgelerinde
daha kii¢iik grantiller seklinde oldugu goriilmistiir (Sekil 4.40a, b ve ¢). Protein
graniilleri bakimindan incelenen biitiin bdlgelerdeki yogunluk benzerlik
gdstermistir (Sekil 4.40d, e ve f). Urik asit igerigi ise glikojen birikimiyle benzerlik
gostererek abdomen basinda yogunlastigr belirlenmistir (Sekil 4.40g, h ve 1).
Prepupa evresine gore protein ve iirik asit graniillerinin yogunlugundaki artis dikkat
cekmistir.

PV fat bodydeki glikojen i¢erigi bakimindan en yogun olarak boyanan bolge
toraks ve abdomen sonundan ziyade, abdomen basi olarak tespit edilmistir (Sekil
4.41a, b ve c). Protein ve lirik asit graniillerinin en iri ve en yogun oldugu bolge
abdomen sonu bolgesi olmak iizere, tim bdlgelerde yogun olarak bulundugu

gorilmiistiir.

Ayrica tim bolgelerde iri yag damlaciklari en fazla goriinen depo
molekiilidiir (Sekil 4.42 ve 4.43). Larval evrenin son giiniine gore toraks ve
abdomen basindaki yag damlaciklarinin boyutlar1 daha da artmistir (Sekil 4.36a, b,
4.42a ve b).
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Sekil 4.40. B. mori pupasi 0. giiniinde bireylerin secilen bolgelerdeki PF fat body
hiicrelerinde depolanan glikojen, protein ve iirik asit igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla
gosterilmesi. n; nukleus, yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; iirik asit.
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Sekil 4.41. B. mori pupasit 0. giiniinde bireylerin secilen bolgelerdeki PV fat body
hiicrelerinde depolanan glikojen, protein ve {irik asit iceriklerinin farkli histokimyasal boyalarla
gosterilmesi. n; nukleus, yd; yag damlacigi, P ; glikojen, —; protein, >; iirik asit.
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Sekil 4.42. B. mori pupasi 0. giine ait trofositlerin toluidin mavisi ile gosterilmesi. a) toraks,
b) abdomen basi, ¢) abdomen sonu. n; nukleus, yd; yag damlacig.

Sekil 4.43. B. mori pupasi 0. giine ait trofositlerinin ince yapisi a ve b) toraks, ¢ ve d)
abdomen basi, e ve f) abdomen sonu, n; nukleus, yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >;
iirik asit, +; hiicre zar1.
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Pupanin 10. giiniinde abdominal fat bodynin geneli ele alindiginda glikojen,
protein ve lirik asit graniillerinin 6nceki evrelere gore biiylik oranda azaldigi
goriilmistiir. Bu evrede en fazla bulunan depo molekiillerin sirasiyla yag, glikojen,
iirik asit ve protein oldugu yapilan boyamalara verdikleri reaksiyonun yogunlugu
sayesinde tespit edilmistir. Yag damlaciklar1 abdomen sonunda yogun olmak {izere
iri vakuoller olarak gorilmistiir. (Sekil 4.44).
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Sekil 4.44. B. mori pupas1 10. giiniinde se¢ilen bolgelerdeki fat body hiicrelerinde depolanan
glikojen, protein ve tirik asit igeriklerinin farkli histokimyasal boyalarla gosterilmesi. yd; yag
damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; {irik asit.

Ergin evre: PF ve PV ayrimi yapilamayan bu evredeki trofositlerde, 6nceki
evrede az miktarda bulunan protein molekiillerinin ve yogunlugunu koruyan
glikojen graniillerinin neredeyse tamaminm yok oldugu gériilmiistiir. Urik asit
graniilleri az da olsa varligini siirdiirmektedir (Sekil 4.45). Diger depo molekiilleri
onceki evreye gore daha da azalirken, yag damlaciklar1 daha da biiyiiyiip en net
gortilebilen depo molekiilii olmustur (Sekil 4.46 ve 4.47).
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Sekil 4.45. B. mori ergin erkeginin abdomen basi ve abdomen sonu bdlgelerindeki
trofositlerde depolanan glikojen, protein ve iirik asit iceriklerinin farkli histokimyasal boyalarla
gosterilmesi. yd; yag damlacigi, »; glikojen, —; protein, >; {irik asit.

Sekil 4.46. B. mori ergin erkeginin trofositlerinin toluidin mavisi ile gosterilmesi.
a) abdomen basi, b) abdomen sonu.

Sekil 4.47. B. mori ergin erkeginin trofositlerinin ince yapisi. a) abdomen bagi, b) abdomen
sonu, —; protein, >; {irik asit.
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Ince kesitlerin fotograflar iistiinde yapilan yag damlaciklarinin sayisinin
istatistiksel analizleri sonucunda larva ile pupa evrelerinin sadece abdomen basi
bolgeleri arasinda (Sekil 4.36b, 4.42b), pupa ile ergin evrelerinin ise abdomen basi
ve sonu bolgeleri arasinda (Sekil 4.42b, ¢, 4.46b ve ¢) anlamli bir fark bulunmustur.
Ayrica larvanin toraks, abdomen basi ve sonu degerlendirildiginde iic bolge
arasinda fark bulunamamustir. Pupanin  her {i¢ bolgesi kendi icinde
karsilagtirildiginda sadece toraks ve abdomen basi bolgeleri arasinda anlamli bir
fark oldugu belirlenmistir. Erginlerde ise abdomen basi ve sonu arasinda anlamli
bir fark bulunamamustir (Sekil 4.48).

Yag damlaciklarinin ¢ap ortalamalari i¢in yapilan analizler sonucunda larva
ile pupa evrelerinin toraks ve abdomen bas1 bolgeleri arasinda (Sekil 4.36a, b, 4.42a
ve b), pupa ile ergin evrelerinin ise sadece abdomen sonu bolgeleri arasinda (Sekil
4.42c ve 4.46¢) anlamli bir fark bulunmustur. Ayrica larva, pupa ve erginin kendi
iclerinde toraks, abdomen basi ve abdomen sonu bdlgeleri karsilastirildiginda

anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4.49).

Yag damlacigi sayimi
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Sekil 4.48. B. mori’nin gelisim evrelerine bagh olarak yag damlaciklarinin sayisindaki
degisimler (p <0,05).
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Sekil 4.49. B. mori’nin gelisim evrelerine bagl olarak yag damlaciklarinin ¢apindaki
degisimler (p <0,05).



51

5. TARTISMA VE SONUC

Farkli bocek tiirlerinde farkli morfolojiye sahip olan fat body tabaka, serit
veya kiitle seklinde, ayrica beyaz, sari, kahverengi, mavi veya yesil renkte
olabilmektedir (Keeley, 1985; Haunerland and Shirk, 1995). Rhinocricus padbergi
tirtinde genel yapiya benzer sekilde fat body beyazimsi renkli ve trofositlerinin
farkli lokasyonlardaki nukleuslar1 gosterilmis, ayrica belirgin hiicre zarlari ve

siralanmis hiicre yapilari da belirlenmistir (Souza and Fontanetti, 2012).

Holometabol bir bocek olan Spodoptera litura tiiriiniin postembriyonik
gelisim evrelerine baglh olarak larval fat bodynin ince seritler seklinde oldugu,
prepupal evrede daha yogunlasarak pupal evrede kompakt yapiya ulastigi ve ergin
fat bodynin yeniden diizenlenerek kompakt parmaksi lop yapisini olusturdugu
belirlenmistir (Chauhan et al., 2017). Bombyx mori’de de postembriyonik gelisim
evrelere gore sadece larval evredeki fat body yapisi S. litura tiirii ile benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.1a-s,).

Fat body, sinir, kas ve trake sistemi ile gonadlar, malpighi tiibiilleri ve
hemolenf gibi hayati dokularla ile yakindan iliskilidir (Resh and Carde, 2003).
Carvalho ve ekibi (2013) Anticarsia gemmatalis tiiriiniin larval fat body yapisini
arastirarak hemosdl ve diger organlarla iliskili, trakeler tarafindan cevrelenmis,
beyaz renkli, siingerimsi bir yapida oldugunu gostermislerdir. B. mori
larvalarindaki fat bodynin ise, diger organlarla olan iliskisi ve rengi bakimindan A.
gemmatalis benzerligi ortaya ¢ikarilmistir (Sekil 4.1, 4.4, 4.5, 4.6, 4.8, 4.9, 4.10,
4.12,4.13, 4.14).

Hemolenf iginde siispanse halde bulunan ve mezodermal kokenli olan fat
body boceklerin viicudundaki konumu dolayisiyla periferal (PF) fat body ve
perivisseral (PV) fat body olarak adlandirilmaktadir. PF fat body integlimentin
hemen altinda ve kaslarin yakinlarinda bulunurken, PV fat body bagirsak ve
gonadlarin etrafinda bulunur (Resh and Carde, 2003; Jensen and Borgesen, 2000).
PF fat body daha yogun depolama aktivitesi gosterse de, PV fat body biyosentetik
olarak daha aktif olup genel olarak her ikisinin de hayati 6neme sahip gorevleri
bulunmaktadir (Keeley, 1985). Fat bodynin lokalizasyonuna gore farklilasan
gorevleri dokunun sitolojik goriiniimiinii de etkileyebilmektedir (Arrese and
Soulages, 2010). Bu yapisal farkliliklar baz1 yaprak kesici karincalarla (Romacet al.,
2006), Leptinotarsa decemlineata (Loof and Lagasse, 1970), A. gemmatalis
(Carvalho et al., 2013) ve R. padbergi (Souza and Fontanetti, 2012) tiirleri ile
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yapilan ¢alismalarda ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica Wigglesworth, (1942) tarafindan
sivrisinek larvalartyla ilgili yapilan bir ¢alismada PF fat body tabakasinin yassi, tek
tabaka hiicrelerden olustugunu ve tiim segmentlerde bulundugunu, PV fat bodynin
ise toraksta kiigiik birkag lop seklinde bulundugunu belirlemistir. Fat bodynin PF
ve PV yapisal farkliligi, B. mori’nin pupa evresi boyunca ortaya konmustur (Sekil
4.16,4.17,4.18, 4.20, 4.21, 4.22, 4.26). Bazi tiirlerde fat bodynin PF ve PV ayrimi
yapilabilmesine ragmen Aedes aegypti erginlerinde viicudun dorsal, ventral ve
laterallerine dagilan ve abdominal bosluk boyunca amorf halde sadece PF fat
bodynin varhigi gosterilmistir (Martins and Pimenta, 2008).

Boceklerin tim yasam evrelerinde genellikle tek bir doku olarak bulunan fat
body karbonhidrat, yag, protein metabolizmasi ve depolanmasi, hemolenf sekeri ve
proteinlerinin sentezi-diizenlenmesi, biiylime faktorlerinin tiretilmesi, ekdizonun
20-hidroksiekdizona doniistiiriilmesi, antimikrobiyal peptid iiretilmesi ve azot
metabolizmasinin  detoksifikasyonu siireclerinden sorumludur (Jensen and
Borgesen, 2000; Resh and Carde, 2003; Arrese and Soulages, 2010; Azeez et al.,
2014; Gullan and Cranston, 2014; Li et al., 2019).

Fat bodynin hayati éneme sahip bu fonksiyonlarini yerine getiren temel
hiicreleri trofositlerdir. Yogun metabolik aktiviteye sahip olan bu hiicreler
sitoplazmalarinda fazlaca bulunan yag damlaciklari ile karakterize olurlar (Jensen
and Borgesen, 2000; Resh and Carde, 2003; Arrese and Soulages, 2010).

Fat body ile iligkili hiicreler olan 6nositler ektoderm kokenlidirler. Bocek
govdesi i¢indeki yeri, tiirlere veya gelisim evresine baglh olarak degisir. Abdominal
fat body hiicreleri ile iliskili oldugu zaman, tek veya kiimelenmis hiicreler olarak
diizenlenir. Aedes aegypti (Wigglesworth, 1942) ve Toxorhynchites theobaldi
(Martins and Ramalho-Ortiago, 2012) larvalarinda bulunan 6nositler, epidermis ile
iligkili olup PF fat body hiicreleri arasinda bulunur. D. melanogaster larvalarinda
onositler her bir segmentinin lateral epidermisine bagl olarak 4-9 hiicreli gruplar
olusturur. Ayrica yumurtadan ¢ikmasindan sonra larval evre boyunca hig
boliinmezler ve sadece biiyiirler (Gould et al., 2001). Anopheles maculipennis’te
kiigtik ve biiyiik boyutlu olmak {izere iki gruba ayrilir. Bu tiirlin larvalarinin ilk 7
abdominal segmentinde biiyiik 6nositler kiimeler olustururken, kiiciik dnositler ise
bu kiimelerin yakinlarinda epidermisin hemen altinda yer alir (Imms, 1908). Apis
mellifera’nin erginlerinde de, farkli Onosit gruplarn lokalizasyonlarina ve
boyutlarina gére ayirt edilebilmistir (Hepburn et al., 1991). Turgay-izzetoglu ve
Giilmez (2019) Culex pipiens tiiriinde kiiglik Onositlerin integlimentin hemen
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altinda, trofositlerin ve kaslarin yakinlarinda yer aldigin1 ve abdomende, tek ya da
kiimeler halinde bulunan biiyiik 6nositlerden daha fazla oldugunu belirlemistir.
Schistocerca gregaria’nin tim gelisim evrelerinde onositlerin subepidermal
bolgede daha fazla ve trofositler ile yakindan iliskili oldugu gosterilmistir
(Coupland, 1975). Onositlerde en fazla polimorfizm Calpodes etlhius tiiriinde
gorilmiistiir. Bu tiirde salgi bezlerinin altinda bulunan ve deri degistirme dongiileri
aralarinda biiyliyen kalic1 oOnositler, sadece deri degistirme dongiisii sirasinda
genisleyen ve segmental olarak diizenlenmis Onositler ve pupalasmadan hemen
once, ¢cok sayida ortaya c¢ikan daha kii¢iik subepidermal onositler olmak {iizere {i¢
tiptedir (Locke, 1969). B. mori’de de farkli gelisim evrelerinde farkli morfolojilerde
olan 6nositler belirlenmistir (Sekil 4.31).

Fat bodynin diger yaygin hiicre tipi olan iirositler, iirik asit depolamak i¢in
ozellesmis hiicrelerdir. Urositler Collembola, Thysanura, Blattodea’ya ait tiirlerde
ve Apocrita’min larvalarinda bulunmaktadir. Urositlerin karakteristik 6zelligi olan
tirik asit depolar1 genellikle kristal formundadir (Chapman., 2013). Melipona
quadrifasciata (Furtado et al., 2013), Scoliopteryx libatrix (Lipovsek et al., 2017),
Nauphoeta cinerea (Wiiest, 1978), Pachycondyla (=Neoponera) villosa (Zara and
Caetano, 2004), Periplaneta americana (Park et al., 2013) tiirlerinde ve bazi
termitlerde (Costa-Leonardo et al., 2013) {irositlerin varlig1 tespit edilmistir.

Diger bir 6zellesmis fat body hiicresi misetositlerdir. Hamam boceklerinde ve
bazi hemipterlerde bulunurlar ve sitoplazmalarinda bulunan simbiyotik
mikroorganizmalarla karakterize olurlar (Resh and Carde, 2003; Arrese and
Soulages, 2010). Misetosit ile ilgili c¢alismalar Periplaneta americana
(Wigglesworth, 1987; Park et al., 2013) tiirii basta olmak iizere bazi hamam
boceklerinde ve bazi termit tiirlerinde (Costa-Leonardo et al., 2013) yapilmustir.

Pigmentli fat body hiicreleri olan kromatositler, seffaf bir epidermise sahip
olan Simuliidae ve Thaumaleidae ailelerine ait bireylerin sucul larvalarinin renk
desenleri olustururlar (Dean et al., 1985). Bu hiicrelerin Thaumalea cinsinde
(Hinton, 1958) ve Simuliid larvalarinda (Hinton, 1959) yapis1 ve fonksiyonlari

belirlenmistir.

Hemoglobin sentezlemekle gorevli olan fat body hiicreleri ise Schin ve
arkadaslar1 (1977) tarafindan Chironomus thummi tiiriinde agik¢a belirtilmistir.
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Baz1 bocek tiirlerinin fat body yapisi farkli hiicrelerden olusurken, bazi
bocekler sadece trofositlerden olusan fat bodye sahip olabilmektedir (Dean et al.,
1985). Culex pipiens (Turgay-izzetoglu and Giilmez, 2019), R. padbergi (Souza
and Fontanetti, 2012), A. gemmatalis (Carvalho et al., 2013), Toxorhynchites
theobaldi (Pascini et al.,, 2011), Anthonomus grandis (Cunha et al., 2016),
Lutzomyia longipalpis ve Phlebotomus papatasi (Assis et al., 2014) tiirlerinde,
sivrisinek larvalarinda (Wigglesworth, 1942) ve baz1 yaprak kesici karincalarda
(Roma et al., 2006) incelenen fat bodynin sadece trofositlerden olustugu ortaya
konulmustur. B. mori nin de sadece temel fat body hiicresi olan trofositleri i¢erdigi

belirlenmistir.

Boceklerde embriyogenez ve erken postembriyonik gelisim boyunca
poliploid olabilen ve sitoplazmalarinda az miktarda inkluzyon bulunan trofositlerin
morfolojisi bocegin gelisim agsamalarina bagli olarak degisebilir (Dean et al., 1985).
Heniiz olgunlagsmamis evreler boyunca hemolenften alinip bu hiicrelerde depo
edilen yag damlaciklari, glikojen ve protein graniilleri, sonraki evreler ve ergin
aktiviteleri i¢in enerji deposunu olusturur (Reash and Carde., 2003).

Daha 6nce bahsedilen Chauhan ve ekibinin (2017) gerceklestirdigi S. litura
tiirlinlin postembriyonik gelisim evrelerine bagl olarak fat bodynin incelenmesi
sirasinda histolojik analizler de yapilmistir ve ¢calismada ele alinan son larval instara
ait fat body merkezi konumlu nukleusa ve sitoplazmalarinda ¢ok sayida yag
damlacigina sahip, biiylik ve kiibik trofositleri icermektedir. Prepupal evrede ise
trofositlerin sitoplazmalarindaki yag damlaciklarinin yani sira yogun graniillerin
varlig1 belirlenmigtir. Pupal evreye heniiz gecenlerin trofositlerinde bu graniillerin
yogunlastig1 ve hiicre zarlarinin kaybolmaya basladigi; ergin evreye gecenlerde ise
yeniden diizenlenen trofositlerin kolayca goriilebilen nukleusu belirlenmistir.
Ayrica sitoplazmik graniillerin sayisinin azaldigi goriiliirken, ¢ok sayidaki yag

damlaciklarinin varlig1 da belirlenmistir.

S. litura’nmin larval fat bodysine benzer olarak B. mori’nin de son larval
evresinin 0. giiniindeki trofositleri merkezi konumlu ve iri bir nukleusa sahiptir.
Farkli olarak bu evrede 0. giinden 8. giine (son giin) kadar takip edilen ipek
bdceklerinin, siirekli beslenmesi sonucunda sitoplazmadaki depo molekiillerinin
artmast nedeniyle nukleuslar sikigsmis, hiicrelerin kiibik sekilleri bazi bolgelerde
hekzagonal baz1 bolgelerde ise poligonal olarak degisiklik gostermistir (Sekil 4.7,
4.11 ve 4.15). B. mori’deki pupal fat bodynin PF ve PV olarak ayrimi1 géz oniinde
bulunduruldugunda, S. litura’nin prepupal ve pupal fat bodysi B. mori’nin PV fat
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body yapisi ile benzerlik gostermektedir (Sekil 4.19, 4.23 ve 4.27). Bu iki tiiriin
ergin fat body yapisi ele alindiginda B. mori 'nin trofosit nukleusunun net bir sekilde

goriilememesi disinda, yag damlaciklarinin yogunlugu benzerlik gostermektedir
(Sekil 4.30).

Ayrica B.mori’de beslenmenin sonlanmasiyla birlikte integiimentin hemen
altinda yer alan fat bodynin yapisal biitiinliigiiniin kayboldugu ve prepupal evre
boyunca baskin olan PV fat bodynin pupal evrenin sonunda tamamen yok oldugu
goriilmiistiir. Sumithra ve arkadaslari da (2010) benzer bulgular elde etmistir.

Costa-Leonardo ve arkadaslarinin (2013) bazi termit tiirlerindeki fat body
hiicrelerinin histokimyasal boyanmalari sonucunda, larval gelisimleri sirasinda
trofositlerin hem sayr hem de hacim olarak artan yag damlaciklari ve yogun
glikojen deposu igerigine sahip oldugu, nimfal evrede ise trofosit igeriklerinin en
fazla protein agisindan zengin oldugu goriilmistiir. Pachycondyla (=Neoponera)
villosa’nin larval trofositleri yine histokimyasal agidan incelendiginde
karbonhidrat, protein ve yag boyamalarinin pozitif reaksiyon gosterdigi tespit
edilmistir (Zara and Caetano, 2004). Manduca sexta’nin gelisim evrelerine gore fat
body hiicrelerinin biiyiikliigiinde, yag ve glikojen depo seviyelerinde bir artis
goriilmiis, protein ve iiratlarin biriktigi belirlenmistir. Beslenme sonlanana kadar
trofositlerde lipit ve glikojen miktarlarinin arttig1 ve beslenme bittiginde glikojen
seviyesinin maksimum diizeye ulastigi PAS boyasinin yogun pozitif reaksiyonu ile
goriilmiis, prepupal evrede bu diizeyin azaldigi ortaya konulmustur (Willot, 1988).

B. mori’nin histokimyasal analizleri, son larval evrenin 0. giiniindeki
trofositlerin sitoplazmalarinda pozitif reaksiyon gostererek varligi tespit edilen az
miktardaki glikojen, protein ve iirat depolari, beslenmenin devam etmesiyle birlikte
arttigin1  gostermistir. Larval evrenin 4. giiniinde de bu molekiillerin artist
belirlenmis, beslenmenin sonlandigi 8. gilinde ise depo molekiillerinin
yogunlugunun maksimum diizeye ¢iktigr gorilmistir (Sekil 4.33-4.37). Larval
evre boyunca meydana gelen bu artisin temel sebebi holometabol boceklerin,
metamorfozu sirasinda ve ergin evrede kullanilmak tizere, enerji rezervleri olarak

depolanmasidir.

M. sexta’da beslenmenin sonlanmasiyla birlikte yag damlaciklarinin sayis1 ve
boyutlarinin arttig1, proteinlerin ise birikmeye basladigi saptanmistir. Ayrica
beslenme asamasinda goriilmeyen {irik asit graniilleri beslenmenin sonlanmasiyla

birlikte birikmeye baslamistir (Willot, 1988). Urik asitler Lepidoptera iiyelerinin
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larval ve pupal evrelerindeki tiim fat body hiicrelerinde ve sivrisinek larvalarinda
kiigiik tirik asit graniilleri olarak bulunmaktadir (Chapman, 2013). B. mori’de larval
evre boyunca iirik asit graniillerinin belirlenmesi bu literatiirii destekler niteliktedir
(Sekil 4.33-4.35).

Heliothis zea hemolenfinde prepupal evre sirasinda depolama proteinleri
azalirken, fat bodyde bu proteinlerin miktarinin arttigi, daha sonra pupal evre
boyunca azalarak olgiilemeyecek diizeylere indigi belirlenmistir (Haunerland et al.,
1990). M. sexta’nin prepupalarinda glikojen miktarinda diisiis oldugu (Willot,
1988) yag birikiminin ise beslenme sonlandiktan sonra diismeye basladigi
bildirilmistir (Tsuchida and Wells, 1988). Holometabol boceklerde larval gelisim
boyunca hemolenfe aktarilan karbonhidrat, protein ve yaglar metamorfoz sirasinda
kullanilmak tizere trofositler tarafindan depolanmaktadir. Bu depo molekiillerinin
biiyiik ¢gogunlugu prepupal dénemde biriktirilmistir (Resh and Carde, 2003). B.
mori’de de prepupal PF ve PV fat bodydeki depo graniillerinin, larval evredeki
miktarindan daha fazla oldugu belirlenmistir. Yag depolari ise igi bos vakuoller
seklinde tespit edilmis ve larval evreye gore hacimlerinin arttig1 goriilmiuistiir (Sekil
4.38 ve 4.39).

Hyalophora cecropia’nin larval-pupal deri degisimi sirasinda protein
grantillerinin maksimum seviyeye ulastigi, pupa evresi boyunca da bu birikiminin
devam ettigi goriilmiistiir. Metamorfozun baslamasiyla birlikte yag ve glikojen
miktarlar1 hizlica artmis ve pupal evreye geginceye kadar kademeli bir sekilde
azalmistir. Urik asitler ise proteinlerin goriildiigii evreden itibaren kiigiik boyutlarda
goriilmiis, daha sonra sayisinda ve biiyiikligiinde artis goriilmistiir (Tojo et al.,
1978). Pupal metamorfoz sirasinda meydana gelen degisimler igin temel enerji
kaynag1 olan ve larval yasam boyunca fat bodyde depolanan molekiiller bu evre
boyunca metabolize olmaktadir. Genellikle metamorfozla iliskili olan depo protein
graniilleri ergin dokusunu olusturmak i¢in pupal evre boyunca yeniden diizenlenir
ve ergin evrede tiiketilir. B. mori’de de pupal evrenin 0. giiniindeki protein ve
glikojen graniillerine gore 10. giinde ¢ok az miktarda olusu metamorfoz sirasinda
kullanildiklarinin gostergesidir (Sekil 4.40, 4.41, 4.44 ve 4.45).

Ergin fat bodysinde sentezlenen ve depo edilen molekiiller ise iireme ve ugus
icin kullanilmaktadir. Bu evrede fat body hiicreleri biiyiik yag damlaciklari,
glikojen depolar1 ve depo protein graniilleri igermektedir (Resh and Carde, 2003).
Baz1 Lepidoptera iiyelerinde protein graniilleri ergin evrede sadece birkag giin

bulunurken hamam boceklerinin ergin evresi boyunca bulunmaktadir. Yiiksek
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Dipterlerde larval fat bodyden yeniden olusan ergin dokusunda da protein graniilleri
gorilmektedir. Fat body yapisinda goriilen seksiiel dimorfizimden kaynaklanan
ireme ve ucus davramiglarinda bazi farkliliklar vardir. Ergin erkek bireylerin
trofosit sitoplazmalarinda biiyiik yag damlaciklar1 ve glikojen depolari ile birlikte
az miktarda ER gorulir. Ergin Hyalophora’nin erkek bireylerinde iri yag
damlaciklari, es arayisi sirasindaki ugma davranisi ig¢in ihtiyaci olan enerjiye
kaynak olusturmaktadir (Dean et al., 1985). Aktif ugma davranis1 géstermeyen
ergin B. mori erkeklerinde ise iri yag damlaciklarinin varligi iireme sirasinda
kullanilacagini diistindiirmektedir (Sekil 4.46, 4.47 ve 4.48).

Sonug olarak fat body histolojisi ile ilgili bir ¢ok literatiir incelenmis ve B.
mori fat bodysinin postembriyonik gelisim evrelerindeki yapisinin  ve
makromolekiiler igeriginin histolojisi ve histokimyasal incelemesinin bir arada
oldugu bir kaynaga rastlanmamaistir. Bu eksikligin yerinin doldurulmasi amaciyla,
ilk defa tek bir calisma altinda larva, pupa ve ergin olmak iizere tiim evrelerdeki fat
body morfolojisi ve konumu gelisime bagli olarak incelenmis, fat body hiicre tipleri
ve fat body ile iligkili hiicre tipleri (trofositler ve Onositler) histolojik olarak
belirlenmistir. Ayrica larval evre boyunca depolanan glikojen, yag, protein ve tirik
asit igerigi ¢esitli histokimyasal tekniklerle belirlenmis ve bu molekiillerin pupal
evre boyunca kullanilarak azaldigi goriilmiistir.

Memelilerdeki yag dokuya es deger fonksiyonlart bulunan ve endokrin
fonksiyonlara sahip olan fat body yapisinin ve hiicresel igeriginin bilinmesinin yag
doku ile iligkili olarak goriilen obezitenin ve endokrin bir rahatsizlik olan diyabetin
arastirilip tedavi yontemleri i¢in model doku olarak kullanilmasini tesvik edici

oldugu diistliniilmektedir.
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