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Aminoglikozit bir antibiyotik olan neomisin dogal olarak Streptomyces fradies bakterisi
tarafindan iiretilmektedir. Bakteriyel ribozomlarin 30 S alt birimine bazi durumlarda da 50 S
alt birimine baglanmasi sonucu protein sentezini baslangi¢ ve uzama asamasinda inhibe
ederek etkilerini gostermektedir. Bu ¢alismada Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella
L. yapay besin ortaminda neomisin ile beslenerek elde edilen puplar deneysel gruplarda
Pimpla turionellae i¢in dogal konak olarak kullanildi. Deney grubunda G. mellonella birinci
evre larvalari antibiyotigin 0,005, 0,01 ve 0,5 g’larin1 i¢eren yapay besinler (g/100 gr besin)
ile beslendi ve konak olarak kullanildi. Kontrol grubunda ise neomisin igermeyen yapay
besinle beslenen larvalardan elde edilen puplar konak olarak kullanildi. Bu ¢aligmada,
neomisin ile muamele edilen yalanct konak G. mellonella puplari ile beslenerek, uzun dénem
fizyolojik stres biyoindikatorleri olarak P. turionellae larvalarinin 5. evreye ulasma orani, pup

evresine ulagma orani ve ergin olma orant ile bu evrelere ulasma siireleri belirlendi.



OZET (devam ediyor)

Neomisinin farkli konsantrasyonlar1 ile beslenen G. mellonella puplar1 ile yetistirilen
P.turionellae bireylerinin 5. evreye ulasan larva orani, pup ve ergin olma orani kontrol besine
gore onemli derecede diismiistiir. Kontrol grubu konak puplar ile yetistirilen P. turionellae
larvalarmin % 86,6’s1 5.evreye ulasirken neomisinin % 0,005 ve 0,01’ ile beslenen konak
puplarda yetistirilen larvalarin sirasiyla % 31,6 ve % 28,2’si 5. larval evreye ulagmustr.
Neomisin icermeyen besinler ile beslenen konak puplarda yetistirilen P. turionellae
larvalarinm % 79,9’u pup evresine ulasirken neomisinin diger konsantrasyonlart bu
parasitoidin pup olma oranmi yaklasik % 50 oraninda diisiirmiistiir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda neomisinin % 0,01°1 de P. turionellae’nin pup olma oranini &nemli
derecede diigiirmiis olup % 23’¢ indirmistir. Neomisin icermeyen besinler ile beslenen G.
mellonella konak puplarinda yetistirilen P. turionellae larvalarinin % 78,3’li ergin evreye
ulagtig1 halde neomisinin diger konsantrasyonlari ile yetistirilen Pimpla larvalarinin ergin

evreye ulasma oranlarini yaklasik olarak 1/3 oraninda azalmistir.

Neomisin 5. evreye ulasma siiresini onemli derecede kisaltmasina karsm larva sonrasi
evrelerde gelisme siiresi iizerine Onemli dercede etkili olmamistir. Neomisinin en yiiksek
konsantrasyonu (% 0,5) P. turionellae birinci evre larvalarmin 5. evreye ulasma siiresini
ortalama 2 giin kisaltmistir. Kontrol grubu konak puplar ile yetistirlen P. turionellae larvalar
ortalama 9,6 giinde 5. evreye ulastig1 halde en yliksek antibiyotik konsantrasyonunda larvalar
ortalama 7,4 giinde 5. evreye ulasmislardir. Bu sonuglar P. turionella’nin konagi araciligiyla
neomisine maruz kaldig1 ve bu antibiyotigin daha ¢ok parazitoidin larval evresinde etkili

oldugunu gostermistir.

AnahtarKelimeler: Neomisin, yasama, gelisme, Galleria mellonella, Pimpla turionellae
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An aminoglycoside antibiotic neomycin is naturally produced from Streptomyces fradiae
bacterium.This antibiotic inhibits protein synthesis at initiation and elongation stages by
binding 30 S subunits, sometimes 50S subunits, of ribosomes. In this study, Galleria
mellonella pupae reared on artificial diet containing neomycin will be used as natural host for
Pimpla turionellae in experimental groups. In these groups, first instar larvae of G. mellonella
will be reared on artificial diets containing 0.005, 0.01 or 0,5 g (g/100 gr of diet) until 7"
instar larvae, the pupae from these larvae will be used as host for rearing P. turionellae. In
control group, the pupae from larvae reared on artificial diets without neomycin will be used
as host. As bioindicators of long-term physiological stress responses, survivorship of 7th-
instar larvae, pupation and adult emergence rate and developmental time to these stages of
endoparasitoid P. turionellae were determined by rearing the parasitoid on a factitious host,

G. mellonella pupae treated with neomycin.


http://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces_fradiae

ABSTRACT (continued)

Survivorship in 5™-instar, pupal and adult stages of P. turionellae reared on G. mellonella
pupae as host fed with different concentrations of neomycin were significantly decreased in
comparison to control group. While 86.6 % of P. turionellae larvae reared on host pupae
ascontrol group reached 5"-instar stage, the larvae reared on host pupae exposed with 0.005
and 0.01 % of neomisin reached 5th-instar stage by 31.6 and 28.2% respectively. A 79.9 % of
P. turionellae pupae were produced from host pupae exposed to diets without neomycin while
other neomycin concentrations significantly decreased pupation rate of this parasitoid by
50%. In comparison to control group, neomycin at 0.01 % significantly decreased pupation
rate of P. turionellae to 23%. The host pupae reared on diets without neomycin produced
78.3 % of P. turionellae adults. However, adult emergence rate from hosts exposed to other
neomycin concentrations was significantly decreased by a rate of 1/3 or above.

Neomycin significantly shortened developmental time to reach 5™-instar of P. turionellae
while this antibiotic had no significant effects on post larval developmental stages. The
highest concentrations of neomycin (0.5 %) significantly shortened developmental time to 5"
instar by approximately 2 days. P. turionellae larvae reared on control host pupae reached 5"
instar by about 9.6 days, while the larvae reared from host pupae exposed to highest antibiotic
concentration completed their development to 5" instar by about 7.4 days. These results
showed that neomycin, and possibly its metabolites, contaminated P. turionella larvae from

host and affected mostly larval stages of the parasitoid.
Keywords: Neomycin, survivorship, development, Galleria mellonella, Pimpla turionellae

Science Code: 401.02.00
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BOLUM 1

GIRIS

Zararli boceklerle miicadelede bilingsizce kullanilan kimyasallarin tahribat1 giin gectikce
artmaktadir. Bu da ckosistemin ve biyolojik dengenin bozulmasina neden olmaktadir.
Kimyasal kullaniminda, ekosistem i¢in zararli bireylerin yaninda faydali bireyler de yok
edilmektedir. Dogal cevrenin korunmasinda, zararli boceklerin dogadaki mevcut dogal
diismanlar1 yardimiyla ekonomik zarar diizeyinin altinda tutmasi islemi olan “biyolojik
kontrol” 6nemli bir rol oynar. Bu amag¢ dogrultusunda kullanilacak olan biyolojik kontrol

ajanlari, biyolojik miicadelenin en temel gorevini iistlenmistir (Singh 1977).

Zararli organizmalarla miicadelede, diinyada ve iilkemizde kimyasallarin kullanilmas1 zorunlu
hale gelmis olup, diinyada yillik tarim ilaci {iretimi giinlimiizde yaklagik {i¢ milyon tona
ulasmustir. Tiirkiye’de ise yillik tarim ilac1 kullanimi 30-40 bin ton civarindadir. Ulkemizde
birim alana atilan ortalama tarim ilac1 miktari, gelismis iilkelere oranla ¢ok daha az olmakla
birlikte, tarim ilaglarmin diizensiz ve c¢ogu zaman da gelisi gilizel kullanilmasi, tarim
ilaglarmm olumsuz etkilerinin daha fazla olmasma sebep olmaktadir. II. Diinya Savasi’ni
izleyen yillardan itibaren Klorlandirilmis Hidrokarbonlarin ve diger kimyasallarm tarim
alanlarinda artan oranda kullanilmasi, beraberinde insan saglig1 ve diger ¢evre sorunlarmni da
beraberinde getirmis, toprak ve su kirliligi yaninda, hedef olmayan faydali organizmalar ve
diger bir¢ok canli tiirleri lizerinde 6nemli olumsuz etkileri olmustur. Bu durum, tarimsal
zararlilarla miicadelede alternatif miicadele yontemlerini arasgtirmayi hizlandwrmis, “Entegre
Savag” veya “Tum Savas” olarak nitelendirilen ve diinyada “IPM-Integrated Pest
Management” olarak bilinen yontem lizerinde durulmaya baslanmis, IPM igerisinde yer alan
“Biyolojik Miicadele” 6n plana ¢ikmistir. Ekosistemde bulunan tiim canlilar, beslenme ve
ireme esasina dayali olarak, varliklarmi siirdirmektedirler. “Biyolojik Miicadele” klasik
anlamda, yararli organizmalar1 kullanarak zararlilarm etkisinin minimuma indirilmesi veya

baski altinda tutulmasi esasina dayanmaktadir (Celik et al. 2002).



IIk olarak 1200’li yillarda Cin’de turunggil agaclarinda bulunan Oecophylla smaragdina
karinca tiirli, Yemende palmiyelerdeki yaprak bitleri ne karst kullanilmistir (Bharti and Silla
2011, Offenberg et al. 2013). 1602 yilinda Pieris rapae L. larvasina karsi Apanteles
glomeratus L.isimli parazitoid kullanilmigtir (Bellows and Fisher 1999). 1762 yilinda
¢ekirgelere kars1 Hindistan’dan Mauritius adasina Acridotheres tristis adli kus gotiirilmiistiir
(Dhami 2009, Prasad and Christi 2014). 1892 yilinda ABD’de turunggil unlu biti Planococcus
citri’ye kars1 Cryptolaemus montrouzieri Muls Muls getirilmistir (Kairo et al. 2013). Tiirkiye’
de 1912 yilinda elma pamuklu bitine karst Aphelinus mali kullanilmak {izere Fransa’dan
getirtilmistir (Japoshvili and Hansen 2014, Kalac1 ve Erkin 1988). 1913 yilinda dut kosniline
kars1 Italya’dan Bursa’ya Encarsia berlesei getirtilmistir (Kalayc1 ve Erkin 1988).1934
yilinda incir kurdu Ephestia cautella’ya karsi Almanya’dan izmir’e Bracon hebetor
getirtilmistir. Biyolojik miicadelenin ge¢misi diinyada ve iilkemizde ¢ok gerilere kadar
gitmekte ise de, cevre bilincinin giderek artmast ve biyolojik dengenin Oneminin
kavranmasiyla birlikte son 20-25 yilda ¢ok daha biiyiikk gelismeler olmustur. Ozellikle,
biyoteknolojideki gelismelere paralel olarak, zararlilar1 ile biyolojik miicadele konusunda ¢ok

ciddi arastirmalar yapilmis ve uygulamaya konulmustur.

Zararl tiirlerin dogal diismanlar1 olan parazitler, parazitoidler, bakteriler, viriisler, predatorler
biyolojik miicadelede kullanilan etmenlerdir (Hajek 2004). Bu miicadele yonteminin tarimsal
alanlarda kullanilan diger miicadele yontemlerine oranla avatajalari, dogal dengeyi koruyucu
olmasi, ¢evre ve insan saghigia olumsuz etkisinin olmamasi, diger miicadele yontemlerinden
daha ekonomik olmasi, direng gelistirme gibi dayaniklilik sorunlarinin olmamasi ve
stirdiiriilebilir olmasidir. Biyolojik miicadelenin 6nemli bir kismini olusturan parazitiodler
besinlerini temin ettikleri konaklarmi o6ldiirme Ozellikleriyle, predatorlere benzerlik
gosterirlerken konaklarmi genellikle Oldiirmeyen onlardan yararlanmaya devam eden
parazitlerden de farkli olduklar1 ortaya ¢ikmaktadir (Graethead and Waage 1983, Richards
and Edwars 2000). Parazitoidlerin gogalmasi konak ile dogru orantilidir; konak sayisindaki
artiy parazitoid sayisinin artisina, konak sayisindaki azalma ise parazitoid sayisinin
azalmasina neden olmaktadir (Melton and Browning 1986, Vinson 1976). Boylece konak ve
parazitoid arasmnda bir denge meydana gelmektedir (Graethead and Waage 1983).
Hymenoptera, Diptera, Hemiptera ve Coleoptera takimlarinda parazitoid bocekler olarak
tanimlanmig tiirler bulunmaktadr. Bu takimlara ait tiirler, yumurta, larva, prepup, pup ve
ergin evrelerini konak olarak kullanabilmektedirler (Wharton 1993, Giilel 1982, Brower and
Press 1990, Nealis and Frankenhuyzen 1990, Obrycki et al. 1985).



Suana kadar Hymenoptera takiminda yiiz binin {izerinde, Diptera takiminda ise on bes binin
iizerinde ve diger takimlarda da ii¢ binin iizerinde parazitoid bdcek tiirii oldugu belirlenmistir
(Van Alphen and Visser 1990, Bin et al. 1993). Hymenoptera ordosuna ait parazitoid bir
tiirler biyolojik miicadelede kullanilan 6nemli bocek tiirleridir. P. turionellae L. Hymenoptera
takimina ait parazitoid bir tiir olup, Lepidoptera takimi boceklerinin pup evresini
parazitleyerek konak bdcegin gelisimini tamamen engellemesi nedeni ile biyolojik
miicadelede kullanilan 6nemli bir bdcek tiirtinii olugturmaktadir. Konak ile parazitoidler
arasindaki iliskiyi, ergin disi parazitoidlerin konaga yumurtanin birakmasi, parazitleme
sonucunda konakta meydana gelen fizyolojik ve biyokimyasal degisiklikler, parazitoid
bocegin konagi Oldiirerek konak viicut boslugundan gelismesi seklinde siralayabiliriz (Reed
and Brown 1998). Parazitoid arilar (Godfray 1994) nesillerinin devam ettirmek i¢in dogal
konaga ihtiya¢ duyarlar (Schmidt et al. 2001). Kendilerine uygun konagi bulduklarinda
konagin i¢inde veya iistiinde yasamalarim1 ve gelisimlerini saglamak i¢in konak fizyolojisi
etkileyen ¢esitli maddeler salgilayarak konagm metabolizmasinin bozulmasina ve bir siire
sonra konagin dliimiine neden olmaktadirlar. Disi parazitoid erginleri tarafindan ovipozitor
aracili1 ile konaga verilen teratositler, polidnaviriisler, kaliks sivist ve zehir salgis1 gibi
maddeler ile konagin metabolik faaliyetlerinde degisime neden olmaktadir (Tanaka 1987,
Nakamatsu and Tanaka 2003). Ergin disi parazitoid konak iginde gelisimini
tamamlayabilmesi i¢in Oncelikli olarak konagin bagisiklik sistemini baskilayacak c¢esitli
faktorler salgilar. Disi parasitoid bdcekler yumurta brrakma Oncesinde veya esnasinda
ovipozitor araciligi ile konaga kaliks sivisi, teratositler, zehir salgis1 ve polidnaviriisleri igeren
bir faktorleri birakarak konak tiir lizerinde cesitli fizyolojik degisikliklere neden olmaktadirlar
(Tanaka 1987, Grossniklaus-Burgin et al. 1998). Bu salginin igerisinde bulunan bilesenlerin
miktarlar1 ve etkileri parazitoid tiiriin yasma gore farklilik gostermektedir (Grossniklaus-

Burgin et al. 1998).

Bu amagla ekonomik agidan 6nemli kayiplara neden olan boceklerin, biyolojik miicadelesinde
kullanilan diger bocekleri laboratuvar ortaminda kitle halinde iiretimini saglamak ic¢in
kimyasal yapisi belirli sentetik besinlerle yetistirilmektedir. Bu canlilarin  besinsel
gereksinimlerini ve bu besin bilesenlerinin metabolik olaylar {izerine yaptig: etkileri tespit
edilmesi biyolojik kontrol programlari i¢in olduk¢a O6nem arz etmektedir (Chang 2004).
Dolayist ile bu grup boceklerin laboratuar ortaminda biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin
bilinmesi gerekmektedir. Bunu yan1 sira spesifik olarak kendi dogal konaginin da laboratuar

ortaminda biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerinin belirlenmesi ve bu bilgilerin pratikte



uygulanarak bu tiir parazitoid bocekler hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi son derece
onemlidir. Birgok kimyasal maddeler i¢in Hymenopter parazitoidler, Lepidopter konaklarina
gore daha fazla duyarhidirlar (Biiyiikgiizel 2006, Uckan et al. 2007). Parazitoid boceklerin
ergin Oncesi ve ergin sonrasi gelisimleri i¢in viicutlarinda depoladiklar1 temel besin
maddelerinin miktari, kalitesi ve konaktan aldiklar1 besin 6nemlidir (Magro and Parra 2004,

Nakamatsu and Tanaka 2004).

Konak bocek iizerinde gelisimini tamamlayan Hymenopter endoparazitoid larvalari
gelisimleri sirasinda gerekli olan protein, lipit, karbohidrat, vitamin, madensel tuzlar ve diger
besin bilesenlerini konaktan saglarken konak {izerinde dnemli biyokimyasal ve fizyolojik
degisikliklere sebep olmaktadir (Dahlman and Vinson 1979, Emre 1988). Konak iizerindeki
bu degisiklikler de sadece parasitoid tarafindan yapilan degil ayni zamanda konagin
beslenmesi sirasinda aldigi kimyasal maddelerin de onemi biiyiiktiir. Holometabol konak
boceklerin ergin dncesi evrelerdeki besinsel ihtiyaclar1 degisiklik gosterdiginden alinan besin
cesidi erginin birgok fizyolojik aktivitesini de etkilemektedir (Hajek 2004). Konagm larval
evrede besin ile aldig1 kimyasallar ayni zamanda konaktan parazitoid bdcege de
aktarilmaktadir. Bu nedenle zararlilarla miicadele i¢in kullanilan insektisitlerden etkilenme
olasiliklar1 oldukga yiiksektir. Buda parazitoid bocegin gelisim evreleri {izerine olumsuz etki
yapabilmektedir (Sak et al. 2006). Bu kimyasallarin parazitoid boceklerin gelisimlerini
tamamladiklar1 konaklara uygulanarak, konaktan parazitoid boceklere aktarimiyla ilgili
calisma olduk¢a az sayidadir. Simdiye kadar kimyasal miicadelede kullanilan maddelerin
parazitoid bocekler iizerindeki etkilerini tespit etmek i¢in yapilan ¢alismalarda parazitik
hymenopter tiirler igin gelistirilen kimyasal yapisi belirli sentetik besinler kullanilarak
gerceklestirilmistir. P. turionellae L. i¢in ilk defa Yazgan (1981) tarafindan herhangi bir
konaga gereksinim duymadan metabolik ve fizyolojik gereksinimlerini larval ve ergin evrede
karsilayabilen kimyasal yapisi bilinen sentetik besinlerin gelistirilmistir. Ayrica parazitik
hymenopter tiirlerinin toplu sekilde iiretilmesinde en 6nem arz eden konulardan biriside ¢ok

sayida verimli disi bireylerin elde edilmesini saglayacak tekniklerin gelistirilmesidir.

Hymenopter takimina ait Parazitoid tiirlerden biri olan P. turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) birka¢ lepidopter tiiriiniin pupal endoparazitoidi olup kolaylikla kiiltiire
alinabilme 6zelligi gostermektedir. Bu bocekler hayat dongiisiiniin bir bolimiinde mutlaka
baska bir bocegi konak olarak kullanmaktadirlar (Yazgan, 1981). P. turionellae konagi olan

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) larvalar1 ar1 kovanlarinda énemli ekonomik



zararlara neden olmaktadirlar. G. mellonella L. (bal mumu giivesi) yaklasik 160.000 tiire

sahip olan lepidoptera takimina ait tiirdiir.

G.mellonella larvalar1 bal arismin petegi ve bali gibi liriinlerle beslenmesi sebebiyle aricilik
acisindan ekonomik yonden kayiplara sebep olmaktadir (Charriere and Imdorf 1997). Biiyiik
balmumu giivesi (G. mellonella) (Linnacus 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) sarimsi1 boz renkte,
orta biiylikliikte bir giivedir. Larva agamasindaki beslenme sartlarina bagli olarak rengi grimsi
beyaz renkten koyu gri ya da siyahimtrak renge kadar degisebilir. Ulkemizin sicak ve 1liman
iklime sahip yorelerinde goriilmektedir. Daha ¢cok Ege, Marmara ve Karadeniz bolgelerinin
disiik rakimh yerlerinde ciddi zarar yapmaktadir. Zonguldak merkez ve g¢evre kdylerde
aricilikla ge¢imini saglayan koyliilerin onemli bir sorunudur. Biiyiik bal mumu giivesi
yumurtalarmi petek iizerine, petek gozlerine, ¢atlak ve yariklara birakir. Cogunlukla anasiz,
zay1f kovanlari, depodaki bos petekleri ve sonmiis kovanlarin bos peteklerini tercih eder. Bu
giivenin larvast zayif kolonilerin peteklerinde ve bali siiziilmiis kabartilan peteklerin
saklanmas1 sirasinda, peteklerdeki balmumu ve polenle beslenerek peteklere zarar verir.
Erginleri agiz yapilarmin deforme olmasindan dolay1 besin almadiklarindan zarar veremezler.
Ar1 kolonisinin gii¢lii oldugu durumlarda ve tiim petekler arilarla sarili oldugu siirece koloni
icinde zarar veremez. Giive sorunu ve zarari daha ¢ok bali siiziilmiis peteklerin saklanmasi
sirasinda goriiliir. Bali siiziilmiis peteklerin korunmasinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar kullanilabilir. Peteklerin 10°C’nin altinda 6rne8in soguk hava depolarinda
saklanmas1 peteklerde bulunan giive yumurtalarmin agilimimi ve larva gelisimini engeller.
Yumurta, larva, pupa ve ergin donemi olarak dort gelisim evresine sahiptir. Disi giive binden
fazla yumurta birakabilir. Yumurtadan 5-35 giin icinde ortamin 1sisma bagli olarak larva
cikar. Gelismeleri i¢in en uygun 1s1 ortalama 30-35°C’dir. Larvalar hemen petekte galeriler
acmaya baslarlar. Polen, bal mumu ve bali yerler. Larvalarin émrii 1-5 ay kadardir. Larvalar
beyaz kozalar i¢inde pupa donemine (krizalit) girerler. 8-10 giin icinde ergin gilive haline
gelirler (Coskuncu ve Biiytikgiizel 2012). Bu bocek tiirii, laboratuar ortaminda yetistirilmesi
kolay, ekolojik adaptasyonunun yiiksek, yasam dongiisiiniin kisa, bir kerede fazla yumurta
verebilen, ¢ok sayida saglikli bireylerin elde edildiginden bir tiir olmasindan dolay1 bir¢ok
fizyoloji ¢aligmalarda model organizma olarak kullanilmaktadir. Bu bdcegin sistematikteki

yeri asagidaki gibidir.



Kingdom : Animalia

Phylum : Artropoda

Class > Insecta

Order . Lepidoptera

Family : Pyralidae

Genus > Galleria

Species : Galleria mellonella (Linnaeus 1758).

Ilk olarak Haydak (1936) tarafindan gelistirilen yapay besin ile laboratuvar ortammda
yetistirilmeye baglanmis ve bocegin ihtiyag duydugu besin maddeleri tespit edilmistir.
(Haydak 1941). Daha sonra bu bocek Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen bal, petek, kepek
ve su karisimdan olusan besin ile yetistirilmis ve laboratuar ortaminda kullanilan 6nemli
yapay besin olarak halen giiniimiizde kullanilmaktadwr. P. turionellae’ nin laboratuvar
sartlarinda kitle halinde yetistirilmesinde, konak olarak biiyiik balmumu giivesi G. mellonella
L. kullanilarak gergeklestirilmektedir (Grenier et al. 1986, Thomson 1986). Biyolojik
miicadelede kullanilacak parazitoidin laboratuar sartlarinda kitle halinde kiiltiiriiniin yapilmasi1
icin konak ile parazitiodin es zamanl yetistirilmesi ve ¢ogaltma uygunlugu saglanmis olmasi

gerekir.

P. turionellae (L.) polifag bir pupa parazitoidi olup meyva ve orman agaci zararlisi bircok
tiriin yaninda diger birgok zararli lepidopterleri de parazitlemektedir. Ayrica P. turionellae
Palearktik ve Dogu bdlgelerde genis yayilim gdsteren bir tiirdiir. Ozellikle ormanlik alanlarda
yasayan ¢ok genis lepidoptera takimina ait tiirlerin Soliter endoparazitoididir (Mani et al.
1986). Parazitoidin disileri konagmn puplarma yumurtalarin1 birakir. Konaklarmin hemolenfi
ve bitki nektealar1 ile beslenirler. Konak pupun abdominal hareketi sinirlidir ve beslenme,
digkilama gibi faaliyetleri iiretemez. Hymenoptera takiminin, Ichneumonidae familyasma ait

boceklerde titresim sesi ile aktif bir konak-konum stratejisi gelistirmislerdir.

Disiler ¢evresinde bulunan gizli konaklar1 bulmak i¢in bir tarama yapar; antenler araciligi ile
alinan titresimler tibialarmin icinde bulunan subgenual organlarile reflektdr sinyallerin
alinmasi saglanir ve bu eko-konum yer tespitini miimkiin kilar (Fischer 2002).Bu tiir eko-
konum simdiye kadar Ichneumonidae familyasma ait Pimpla (Henaut 1990, Wickers et al.
1998) cinsi ve P. turionellae (Otten 2000) tiiriinde gosterilmistir. Bu bocegin sistematikteki

yeri asagidaki gibidir.



Kingdom : Animalia

Phylum : Artropoda
Class > Insecta
Order : Hymenoptera Linnaeus, 1758

Superfamily : Ichneumonoidea Latreille, 1802
Family > Ichneumonidae

Subfamily  : Pimplinae Wesmael, 1845

Tribe > Pimplini
Genus : Pimpla
Species : Pimpla turionellae (Linnaeus 1758)

Parazitoid bocekler larvalarinin beslenme davranisina gore endo ve ekto parazitoidler olmak
iizere iki gruba ayrilabilinir (Godfray 1994, Wharton 1993). Yumurtalarin1 konagin igine
birakarak konak besinini kullanarak gelisen parazitoidlere endoparazitoidler; (Driesche 1988,
Faulds 1991, Hirashima et al. 1990), yumurtalarini konak yiizeyine birakan ve agiz parcalari
ile konak viicudu i¢ine gomiilii sekilde beslenen ve gelisenler ektoparazitoidler olarak
adlandirilmaktadir (Giilel 1982, Melton and Browning 1986). Yumurtlama isleminden sonra
konagin gelisimine izin veren parazitoid boceklere koinobiont, yumurtalamadan 6nce konagi
oldiiren veya felg edenlere ise idiobiont olarak belirtilmektedir (Godfray 1994, Wharton
1993). Parazitoid bocekleri, konaktan elde edilen ergin birey sayisina gore de ikiye ayirmak
miimkiindiir. Eger disi parazitoid tarafindan birden fazla yumurta birakildiysa ve bu
yumurtalardan yalniz bir tanesi ergin evreye ulasabiliyorsa bu parazitoid soliter parazitoid
Olarak tamimlanir. Diger taraftan disi birey tarafindan birakilan birden fazla sayida
yumurtadan c¢ok sayida ergin birey elde ediliyorsa bu parazitoid boceklere de gregar
parazitoidler denilmektedir (Vinson 1976, Van Alphen and Visser 1990, Godfray 1994). Az
sayida konak oldugu durumlarda ayni tiire ait disi parazitoidler ayn1 konak iizerine yumurta

birakabilirler buna da superparazitizm denir (Godfray 1994, Vinson 1976, Hegazi et al. 1991).

Farkli bir tiirden disi tarafindan parazitlenmis bir konaga baska bir disi parazitoidin daha
yumurta birakmasi sonucu iki farkli durum gézlemlenebilinir. Birinci olarak, farkl iki tiire
ait larva, konagi besin kaynagmi kullanmak i¢in birbiri ile rekabete girebilir buna
multiparazitizm denir (Van Alphen and Visser 1990, Giilel 1987, Ueno 1999, Ogurlu 2000).
Diger durumda ise, ikinci tiire ait larvanin konagi degil de, konakta bulunan diger tiire ait

larvay1 besin kaynag1 olarak kullanmasi da hiperparazitizm olarak tanimlanmaktadir (Vinson



1985, Godfray 1994). Hiperparazitizm de kendi i¢inde fakiiltatif ve zorunlu hiperparazitizm
olarak ikiye ayrilmaktadir (Godfray 1994). Fakiiltatif hiperparazitoidler, parazitlenmemis
konaklar1 direkt olarak parazitleyebilme 6zelligine sahiptirler bunun yani sira daha 6nceden
parazitlenmis bir konaga yumurta biraktiklarinda da hiperparazitoid olarak gelisimlerini
devam ettirirler (Godfray 1994). Zorunlu hiperparazitoidler ise bu durumun tam tersi seklinde
gelisir, parazitoidin bir parazitoidi olarak gelisimlerini siirdiiriirler (Godfray 1994). Konak
parazitoid arasindaki iligkide nadirde olsa Kleptoparazitizm adinda bir parazitizm tipi de
goriilmektedir (Godfray 1994). Bu parazitizm tipinde zorunlu bir sekilde baska tiirden bir
parazitoidin varhigma ihtiya¢g duyulmaktadir. Fakat bu tipte parazitoide olan gereksinim
hiperparazitizmde oldugu gibi beslenme amach degil Kleptoparazitoid ovipozitdrii
olmadigindan yumurtasini konaga aktarabilmek i¢in daha dnceden baska bir tiiriin ovipozitorii
tarafindan delinen agikliktan birakmasi gerekmektedir (Godfray 1994, Greathead and Waage
1983). Parazitoidler beslendigi konuk¢u donemlerine gore; Yumurta parazitoidleri, Larva
parazitoidlerileri, Yumurta-larva parazitoidleri, Larva-pupa parazitoidleri, Pupa parazitoidleri
ve Ergin parazitoidleri seklinde de siniflandirilabilinmektedir.

Giliniimiizde biyolojik miicadeleyi tek basina kullanmak yerine bunu “Entegre Miicadele
(Integrated Pest Management)” (IPM) kimyasal veya biyolojik insektisitler ile birlikte entegre
zararl miicadelesi seklinde kullanilmaktadir. Biyolojik miicadele amaciyla kullanilan {iriinler

genel olarak 3 baglikta siniflandirilabilir (Hajek 2004).

e Makrobiyaller : Predator ve parazitoid bocekler ile nematodlar.
e Mikrobiyaller : Entomopatojen veya antagonist fungus, viriis ve bakteriler.

e Bitki ekstraktlar1 : Bitkilerden elde edilen insektisit, fungusit veya repelentler.

Kullanilan  biyolojik insektisitlerin subletal dozlar1 (6ldiiriici dozun alt1) bdcek
popiilasyonlarimizi 3 yolla etkilerler. Bunlar;

a- Hayatta kalma siirelerini etkilemek

b- Bireylerin lireme kabiliyetlerini etkilemek

c- Gelecek nesillerin genetik yapilarini etkilemek (Moriarty 1969).

Bu yollara bagh olarak enzimlerin aktivitelerine etki ederler, metabolizma anormallikleri,
iremeleriyle ilgili anormallikler, davranis bozuklugu, beslenme ve beslenme cesitlerinde

degisikliklere sebep olurlar, parazitleme ve parazit ¢ikisinda anormalliklere neden olabilirler



(Haynes 1988). Aminoglikozit bir antibiyotik olan neomisin dogal olarak Streptomyces
fradiae bakterisi tarafindan tretilmektedir. Bakteriyel ribozomlarin 30 S alt birimine bazi
durumlarda da 50 S alt birimine baglanmasi sonucu protein sentezini baslangi¢ ve uzama
asamasinda inhibe ederek etkilerini gostermektedir (Kaul and Pilch 2002, Kaul et al. 2003).
Bu antibiyotik bakterilerin yasami i¢cin gerekli proteinlerin iiretimini Onleyerek bakterileri
oldiirmektedir. Aminoglikozit modifiye edici enzim neomisin fosfotransferaz 11 (NPTII)
enzimi aminoglikozit antibiyotiklerden kanamisin ve neomisini fosforlayarak inaktive
etmekte ve bdylece bu antibiyotige karsi diren¢ saglamaktadir. NPTII enzimi besinlerin
iizerindeki ve memeli sindirim sistemindeki bir¢cok mikroorganizmada bulunur (Arabi et al.

1979, Fraley et al. 1986).

Neomisin insan ve hayvanlarin deri, goz ve kulak enfeksiyonlarinda bdlgesel olarakta
kullanilmaktadir. Neomisin agizdan alindiktan sonra mide ve bagirsak kanali boyunca
emilerek dolasima karisimi azdir. Boylece biyotransformasyonu da olduk¢a sinirlidir.
Bobreklerdeki kalintilarin ¢ogunlukla, degismeden kalan neomisin oldugu bilinmektedir.
Agizdan alindiktan sonra ¢ok az emildiginden bagirsak mikroorganizmalarini 6ldiirmek icin
oral olarak verilmektedir (Ziv et al. 1974). Mide bagirsak kanali iginde bazi pargalanma
iirlinleri goriilse de oral olarak alinan neomisinin % 97’si degismeden digki ile digar1 atilir

(Aschbacher and Fell 1991, 1994).
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Sekil 1.1. Neomisin’in kimyasal yapis1



[laglar insan ve hayvanlarda hastaliklarin tedavisinde ve &nlenmesinde énemli role sahiptirler.
Ancak dogal olarak ¢evredeki hayvan ve mikroorganizmalar iizerinde beklenilmeyen etkilere
sahiptirler. Ozellikle veteriner ilaglarindan antihelmintikler ve antibakteriyel tedavilere bagli
olarak antibiyotiklerin ¢cevreye bazi etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Daughton and Ternes

1999, Boxall et al. 2004, Floate et al. 2005).

Neomisin bazi omurgali hayvanlarda ¢esitli anatomik yapilar ve fizyolojik islevler lizerinde
olumsuz etkilere sahip oldugu bilinmekte olup (Jaju et al. 1986, Zappia and Altschuler 1989,
Arya and Coffee Jr 2000, Harris et al. 2003) ozellikle nefrotoksik etkisine siklikla
rastlanmaktadir (Gilbert 2005). Diger taraftan diisiik konsantrasyonda neomisin apoptozu
uyarmaktadir (Denamur et al. 2008). Bagka bir calismada ise neomisinin X 1§11 radyasyonu
ile maruz kalan sicanlarda ortalama yasam siiresini 6nemli derecede uzattigi belirlenmistir
(Webster 1967). Neomisin gibi aminoglikozitler RNA ve DNA’ya baglanma o6zelligine
sahiptirler (Arya et al. 2000).

Neomisin ve diger aminoglikozit antibiyotikler Okaryotlarda fosfoinositid tipi lipitlere
(phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate) baglanarak bu lipitlerin hidrolizini 6nledigi bdylece
fosfoinositid araciligiyla meydana gelen islevleri engelledigi tespit edilmistir (Marche et al.
1983, Carney et al. 1985). Bu antibiyotik kohlea (Orsulakova et al. 1979) ve bobrekte
ototoksik ve nefrotoksik etkiler (Schibeci and Schacht 1977) ortaya koymaktadir.

Neomisin ayni zamanda mast hiicrelerinde fosfoinozitid aracili Ca*?’a bagl salgilanmay1
(Cockcroft and Gomperts 1985), denizkestanesi yumurtalarinda Ca*?’a bagli eksositozu
(Whitaker and Aitchison 1985), eritrositlerden inositol fosfat salinimini (Downes and Michell
1981), fibroblastlarin trombin ile uyarilan biiylimesini 6nlemektedir. Neomisin siilfat klinik
onemi digsinda ayni zamanda hiicre kiiltlirlerinde bakteriyel kontaminasyonu 6nlemek icin
kullanilmaktadir. Bu antibiyotik gram negatif bakterilere karsi oldukg¢a aktif olup gram pozitif
bakterilere karsi da kismen etkilidir (Denamur et al. 2008). Neomisinin yukarida belirtildigi
gibi cesitli okaryotik organizmalar iizerindeki etkileri arastirilmistir; fakat bu maddenin

bocekler tizerindeki etkileri {izerine herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Boceklerin ergin evrede gereksinim duyduklar1 bazi besin bilesenlerini larval evrede depo
ettikleri besin bilesenlerinden karsilayabilmeleri (House 1977, Dadd 1985), parazitoid

hymenopter tiirleri gibi larval ve ergin evrede farkli beslenme yapilarma sahip olan
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boceklerde ergin evredeki besinsel gereksinimlerini dnemli olgiide etkilemektedir. Bu
etkilesimin bir hymenopter endoparazitoid olan P. turionellae’de ne Olglide oldugu, ergin
oncesi evredeki (Yazgan 1981, Sulang ve Yazgan 1990, Sulang ve Emre 2000) ve ergin
evredeki besinsel gereksinimleri belirleyen calismalara (Emre 1988, Emre ve Yazgan 1990)

artan Ol¢iideki ayrintili caligmalarin ilave edilmesi ile ortaya ¢ikacagi bir gergektir.

Simdiye kadar bazi antimikrobiyal maddeler boceklerin aktivitelerinin artirilmast ve
performanslarinin iyilestirilmesi i¢in laboratuarda yetistirilen boceklerin yapay besinlerine
ilave edilmistir. Daha 6nce farkli etki mekanizmasma ve yapiya sahip antibiyotikler ile
birlikte ¢esitli aminoglikozit antibiyotiklerin P. turionellae dahil ¢esitli parazitoid boceklerin
yasama ve gelismesi, bazi biyokimyasal parametrelerin {lizerine etkileri sentetik besinler
araciligiyla detayl ¢alisilmistir (Singh and House 1970 a, b, c; Biiyiikgiizel ve Yazgan 2002,
Biiyiikgiizel ve Igcen 2004). Buna karsihk simdiye kadar yapilan ¢alismalarda bu
antibiyotiklerin dogal konaklar1 iizerinde yetistirilen parazitoid bocekler lizerindeki etkisi

bilinmemektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1. BOCEK KULTURLERININ OLUSTURULMASI

2.1.1.Dogal Konak Bocegin Kiiltiiriiniin Devam

Biiylik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) pup ve erginleri
bolimiimiiz laboratuvarinda yetistirilerek stok kiiltiir olusturulmustur. Bocek kiiltiiriiniin
devami yumurtadan yeni c¢ikmis larvalarmm yapay besinde aseptik olmayan sartlarda
beslenilmesi ile saglanmustir (Bronskill 1961). G. mellonella’'nn 28 2 'C ve % 65 =+ 5 nisbi
nemde sogutmali inkiibatorde (Niive, EN 500) ve giin boyu karanlikta birakilmislardir. G.
mellonella larvalarini laboratuvar sartlarinda yetistirmek i¢in kullanilan besinin bilesinleri;
150ml siizme bal, 150ml gliserin, 420g bugday kepegi, 20g petek ve 30ml saf su’dan
olusmaktadir (Merck, Darmstadt, Germany).

(a) (b)

Sekil 2.1.Galleria mellonella larvasi (a) ve pupu (b)
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Sekil 2.2.Galleria mellonella ergin birey (c)

2.1.2.Parazitoid Bocegin Kiiltiiriiniin Devami

Pimpla turionellae L. bireyleri 28 + 1°C sicaklik ve % 75 + 5 bagil nemde, 16 saatlik
fotoperyod uygulamasi yapilan laboratuvar sartlarinda dogal konak biiyiik balmumu giivesi G.
mellonella L. puplar1 kullanilarak yetistirilmistir. Ergin bireyler her giin belirli bir saatte ve
belirli bir siire ile % 50’lik bal ¢ozeltisi ve ayrica iki giinde bir G. mellonellae’nin geng
puplar1 verilerek bu puplarin hemolenfi ile beslenmeleri saglanmistir. P. turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) bircok lepidopter tiirliniin prepup ve pupundasoliter,
idiobiont ve endoparazitoid olarak gelisen bir tiirdiir. Holometabol bir bocek olan P.

turionella larva, pup ve ergin evre olmak lizere ii¢ ayr1 gelisim evresi bulunmaktadir.
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(b)

Sekil 2.3. Parazitoid Pimpla turionellae larvasi (a) ve pupu (b)
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Sekil 2.4. Parazitoid Pimpla turionellae ergin disi (a) ve ergin erkek bireyi (b)
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2.2. NEOMISIN iLE iLGiLi BESLENME DENEYLERI

Neomisin  0-2,6-diamino-2,6-diamino-2,6-dideoksi-a-D-glukopiranozil-(1-3)-0-B-ribofuranozil-
(1-5)-0-[2,6-diamino-2,6-dideoksi-a-D-glukopiranozil-(1-4)]-2-deoksi-D-streptamin stilfat
(trisiilfat tuzu, sulu) beyaz toz formunda, suda ¢oziiniir, %90-95 oraninda safliktadir. Neomisin’in
besine ilave edilmesi ile yliriitiilen beslenme deneylerinde denenen konsantrasyonu 100 gram
besin bagina gram antibiyotik (% a/a) olarak ifade edildi. Neomisin, besinin hazirlanmasi
esnasinda direk olarak besine ilave edildi. Galleria mellonella i¢in kontrol besini (neomisin
icermeyen) dahil neomisinin % 0,005, % 0,01 ve % 0,5 olmak tizere dort farkli konsantrasyonu 4
tekrar seklinde denendi. Hazirlanan besinlerle beslenen larvalardan elde edilen 1 giinlik G.
mellonella puplar1 her konsantrasyon i¢in 15 adet pup kullanilarak P. turionellae ergin disileri
tarafindan yumurta birakmalar1 saglandi. Bu ¢aligmada denenecek neomisin konsantrasyonlar1 G.
mellonella ve bazi parazitoid bocek tiirleri (Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996, Biiyiikgiizel 2001a)

iizerinde antibiyotiklerin etkisinin arastirildigi onceki caligmalar temel alinarak belirlenmistir.

Bu ¢aligmalar g6z 6niinde bulundurularak, denenecek konsantrasyonlarm araligini belirlemek
icin 6n beslenme deneyleri yapildi. Boceklerin ergin evreye kadar gelisimini
tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklar1 belirlendi. Neomisin P. turionellae iizerindeki
konsantrasyonlar1 belirlenerek bocegin yasama, gelisme, erkek ve digi dmiir uzunlugu tizerine

etkisi incelendi.

2.3. NEOMISIN’IN YASAMA, GELISME iILE ILGILi DENEYLERI

Antibiyotigin 6n denemeler sonucunda tespit edilen miktarlar1 sentetik besinlere ilave edildi.
Hazirlanan sentetik besin uygun besin kaplarma (Cam kavanozlar, 60 x 120 mm)
boliistiiriildii. Ardindan kontrol besini ve neomisin i¢eren diger besinler her bir konsantrasyon
icin esit sayida G. mellonella disi ve erkek ergin bireyleri iiremeleri ve yumurta birakmalar1
ve bu yumurtalardan larva olmak iizere besin kaplarina yerlestirildi ayrica bu deney islemleri
dorder defa tekrarlandi. Gelisimlerini tamamlayan olgun 7.evre G. mellonella larvalari
alinarak pupa evresine ge¢meleri i¢in uygun kaplara (Cam kavanozlar, 30 x 60 mm)
yerlestirildi. Bu kaplara daha onceden larvalarin pup olmasi i¢in katlanmis, ince pelur
kagitlar1 birakildi. Ortalama 7-8 giin sonra pup olan bireyleri alarak P. turionellae nin ergin
bireyleri tarafindan parazitlenmesi i¢in Pimplalarm kafeslerine her bir konsantrasyona ait 15

adet Galleria pupu yerlestirildi. Bu parazitleme islemi swrasinda Pimpla’larm, Galleria
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puplarinin hemolenfinden beslenmelerini engellemek icin puplar kafeslere tel ile ¢evrili 6zel
kiigiik aparatlar icerisinde yerlestirildi. Bu aparatlarda sadece Pimpla’larin yumurta
birakabilecegi sekilde agikliklar bulunmaktadir. Puplar kafeslerde yerlestirildikten sonra

karanlik bir ortama aliip 30 dk bekletilerek parazitleme islemi sonuglandi.

Parazitlenen her bir pup 30ml’lik plastik 6rnek kaplarina (ORLAB L190030, 35 x 55 mm) her
kapta bir pup olacak sekilde yerlestirildi. Her bir konsantrasyondaki, her bir Galleria pupu
icin bu islem dizisi tekrarlandi. Bu islemden ortalama 8 ila 10 giin sonra puplardaki 5. evreye
ulagsmus P. turionellae larvalar1 alinarak, igerisinde kurutma kagidi olan ve 5 pl su eklenmis
“0” (sifir) numarah seffaf ilag kapsiilleri igerine alinarak tekrardan ayri1 6rnek kaplari icerisine

yerlestirilip ergin evreye gelinceye kadar ki siire boyunca gelisimleri takip edilmistir.

Her giin diizenli olarak kontrol edilip ergin evreye ulasmis olan P. turionellae bireyleri,
iclerinde bulunduklar1 “0” numarali seffaf kapsiillerden ¢ikartip 6rnek kaplara (ORLAB
L190030, 35 x 55 mm) yerlestirildi. Bu kaplar igerisinde bulunan ergin bireylerin besin
ihtiyaglar1t % 50 su, % 50 bal karigimi ile hazirlanmis besin ilavesi bulunan kiigiik pamuklar

seklinde sunularak giderildi.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1. NEOMISININ YASAMA ORANI VE GELiSME SURESINE ETKISi

Neomisinin farkli konsantrasyonlar1 ile beslenen G. mellonella puplar ile yetistirilen P.
turionellae bireylerinin 7. evreye ulasan larva orani, pup ve ergin olma oranini kontrol
besinine gore onemli derecede diistirmiistiir (Cizelge 3.1). Kontrol grubu konak puplar ile
yetistirlen P. turionellae larvalarmin % 86,6’s1 5.evreye ulasirken, neomisinin % 0,005 ve
0,01°1 ile beslenen konak puplarda yetistirilen larvalarin sirasiyla % 31,6 ve 28,2’si 5. larval
evreye ulagsmistir. Neomisinin % 0,005 ve 0,01’lik konsantrasyonlarinda larval evreye ulagsma
oraninindaki bu azalma kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak ©nemli
azalmadwr. Neomsininin denenen en yiiksek konsantrasyonu (% 0,5) diisiik neomisin
konsantrasyonlar1 ile karsilastirildiginda 5. evreye ulasan larva oranini 6nemli derecede
artrrmistir.  Buna karsilik, kontrol grubu ile karsilastirildiginda neomisinin en yiiksek

konsantrasyonu larval yasama oranini 6nemli derecede diistirmiistiir (Sekil 3.1).
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5. Evreye Ulasan larva orani (%

Sekil 3.1. Neomisinin P. turionellae’in 5. evreye ulasan larva oranina etkisi (Cizelge 3.1).
Ayni harfi igeren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl degildir (P >
0,05). Deneyler dort defa tekrar edilmistir.

Neomisin igermeyen besinler ile beslenen konak puplarda yetistirilen P. turionellae
larvalarmm % 79,9’u pup evresine ulasirken neomisinin diger konsantrasyonlar1 bu
parasitoidin pup olma oranini yaklasik % 50 oraninda diisiirmiistiir. Neomisinin % 0,005’ lik
konsantrasyonu ile beslenen konak puplardan % 28,3 oraninda P. turionellae pupu elde
edilmistir. Pup oranindaki bu diisme kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
onemli olmustur. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda neomisinin % 0,01’1 de P.
turionellae’nin pup olma oranmnt énemli derecede diisiirmiis olup % 23’e indirmistir. Buna
karsilik neomisinin en yiiksek konsantrasyonu (% 0,5) diger neomisin konsantrasyonlarina
gore pup evresindeki yasam oranini yiikseltmis ancak istatiksel olarak 6nemli bir fark ortaya
cikmamustir.  Kontrol grubu ile Kkarsilagtirildiginda (% 79,9) neomisinin en yiiksek
konsantrasyonu P. turionellae’nin pup olma oranini1 6nemli derecede diisiirmiis olup % 38,3

oraninda pup olusumuna neden olmustur (Sekil 3.2) (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.2. Neomisinin P. turionellae’nin pup olma oranma etkisi (Cizelge 3.1). Aymi harfi
iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05).
Deneyler dort defa tekrar edilmistir.

Neomisin igermeyen besinler ile beslenen G. mellonella konak puplarinda yetistirilen P.
turionellae larvalarmm % 78,3’ ergin evreye ulastigt halde neomisinin diger
konsantrasyonlar1 ile yetistirilen Pimpla larvalariin ergin evreye ulagsma oranlar1 yaklagik
olarak 1/3 oraninda azalma go6zlemlenmistir. Bu antibiyotigin denenen en diisiikk
konsnatrasyonu (% 0,005) ile beslenen konaklardan % 28,3 oraninda ergin P. turionellae
bireyleri elde edilmistir. Neomisinin besindeki miktar1 % 0,01’e ¢ikarildiginda ise bu besin ile
beslenen konak puplardan % 19,9 oraninda ergin parazitoid elde edilmistir. En yiiksek
neomisin konsantrasyonunda (% 0,5) ise Pimpla turionellae birinci evre larvalarinin % 28,3’
erginlesebilmistir (Sekil 3.3) (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.3. Neomisinin P. turionellae’nin ergin olma oranina etkisi (Cizelge 3.1). Aymi harfi
iceren c¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05).
Deneyler dort defa tekrar edilmistir.

Neomisin 5. evreye ulagma siiresini 6nemli derecede kisalttig1 halde larva sonrasi evrelerde
geligme siiresi iizerine dnemli dercede etkili olmamigtir. Neomisinin en yiiksek konsantrasyonu
(% 0,5) P. turionellae birinci evre larvalarmin 5. evreye ulagma siiresini ortalama 2 giin
kisaltmugtir. Kontrol grubu konak puplar ile yetistirlen P. turionellae larvalari ortalama 9,6
giinde 5. evreye ulastig1 halde en yiiksek antibiyotik konsantrasyonunda larvalar ortalama 7,4
giinde 5. evreye ulasmislardir. Bu yaklasik 2 giinliik kisalma kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli olmustur. Antibiyotigin diisiik konsantrasyonlar1 (% 0,005, 0,01) 5. evreye
ulsama siiresi lizerinde dnemli bir etki yapmamustir. Kontrol grubu konak puplar ile yetistirlen
P. turionellae larvalart ortalama 9,6 giinde 5. evreye ulastigi halde neomisinin % 0,005 ve
0.01’lik konsantrasyonlarinda bu siire sirastyla 9,1 ve 8,6 giine kisalmis ancak kontrol grubu ile
aralarinda 6nemli bir fark olusmamustir (Sekil 3.4) (Cizelge 3.1).

22



12190001900r1l ~

a
10190001900r1l -

8190001900r1l -
6190001900r1I -
4190001900r1l -
2190001900r1l -
0190001900r11

Kontrol 0,005 0,01
Neomisin Konsantrasyonlari (%)

5. Evreye Ulasma siiresi (giin)

Sekil 3.4. Neomisinin P. turionellae’nin 5. evreye ulagsma siiresine etkisi (Cizelge 3.1). Ayni
harfi igeren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P >
0,05). Deneyler dort defa tekrar edilmistir.

Bu antibiyotigin yiliksek konsantrasyonlar1 pup ve ergin olma siiresinde kisalmaya neden
olsalar da gelisme siirelerindeki bu kisalma kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
bakimdan énemli degildir. Kontrol grubu konak puplar ile yetistirlen P. turionellae larvalari
ortalama 12,0 giinde pup evresini, 17,7 giinde ergin evreyi tamamlamis olup en yiiksek
antibiyotik konsantrasyonunda larvalar ortalama 10,4 giinde pup, 16,8 giinde ergin evreyi
tamamlamistir (Sekil 3.5 ve 3.6) (Cizelge 3.1).
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Sekil 3.5. Neomisinin P. turionellae’nin pup olma siiresine etkisi (Cizelge 3.1). Ayn1 harfi
iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05).
Deneyler dort defa tekrar edilmistir.
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Sekil 3.6. Neomisinin P. turionellae’nin ergin olma siiresine etkisi (Cizelge 3.1). Ayni harfi
iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P > 0,05).
Deneyler dort defa tekrar edilmistir.

Ayrica denen en yiiksek konsantrasyon da ergin evreye ulasan bireylerin bazilarinda
morfolojik bozukluklar gdzlemlenmistir. Bireylerde burusuk kanatlar, islevsiz ayaklar ve

antenlerde bozukluklar seklinde meydana gelmistir (Sekil 3.7).

W

Sekil 3.7. 0,5 g’lik konsantrasyon grubundaki yapisal bozukluga sahip 6rnek erkek birey.
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Cizelge 3.1. Neomisinin dogal konak G. mellonella ile yetistirilen P. turionellae larvalarinin yasama orani ve gelisme siiresi lizerine etkisi.

5.evreye ulasan

5.evreye ulasma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma

Neomisin larva orani (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin) orant (%) stiresi (giin)
(%) (Ort” + S.H)' (Ort"+ S.H)' (Ort" + S.H)' (Ort"+ S.H) (Ort'+ S.H)" (Ort"+ S.H)
0,000% 86,6 + 3,33a 9,6 +0,61a 79,9 +2,35a 12,0 £ 0,45a 78,3 £ 1,44a 17,7+ 0,53a
0,005 31,6 +3,63b 9,1 £ 0,56ab 28,3+ 2,76b 11,7+ 0,54a 28,3+ 2,76b 17,3 +0,21a
0,01 28,2 +£7,59b 8,6 £ 0,55ab 23,3+ 3,72b 10,7+ 0,51a 19,9 +2,35b 16,4 £ 0,84a
0,5 60,4 +2,01c 7,4+ 0,02b 38,3 + 6,40b 10,4 +0,29a 28,3 +2,76b 16,8 + 0,42a

" Dort tekrarmn ortalamasi, her bir tekrar igin 15 G. mellonella pupu parazitlendi.

¥ Ayn1 siitunda ayni1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (y” testi, LSD Testi).

YKontrol besini (Neomisin igermeyen)



Cizelge 3.2. Neomisinin Pimpla turionellae ergin émiir uzunluguna etkisi.

Ergin 6miir uzunlugu (giin)

Erkek Disi
Neomisin . .
(ort"+ S.H)' (Ort” + S.H)'
(%)
0,000° 44,6 +7,12a 71,01 £3,31a
0,005 56,5 + 2,72ab 66,62 +4,21a
0,01 554+727ab 38,54 +11,47b
0,5 29,0 +9,63a 63,65 +3,21a

“Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar i¢in 15 G. mellonella pupu parazitlendi.
T Ayni siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
Y Kontrol besini (Neomisin icermeyen).

Yapay besindeki farkli neomisin konsantrasyonlarmm konak bdcek G. mellonella’ya
uygulanarak bu bdcekten elde edilen puplar1 parazitleyen parazitoid bocegin disi ve erkek
omiir uzunlugu iizerine etkileri incelendi. Omiir uzunluguna etkisi incelenirken neomisinin
farkli miktarlar1 ile muamele edilen G. mellonella puplarindan yetistirilen P. turionellae erkek
ve disi erginlerin Sliinceye kadar yasadiklar1 giin siire olarak dikkate alindi. Neomisinin %
0,005, 0,5’lik miktarlarinin kontrol besini ile karsilastirildiginda ergin disi 6miir uzunlugu
iizerinde 6nemli bir etki gostermemistir. Buna karsin antibiyotigin % 0,01’lik miktar1 kontrol
besiniyle karsilastirildiginda ergin disi dmiir uzunlugunu yaklagik 32 giin kisalttig1 tespit
edilmistir. Neomisinin % 0,005, 0,5’lik konsantrasyonlar1 disi erginlerin 6miir uzunlugu
tizerinde onemli derecede etkili olmamustir. Ayrica istatistiksel olarak da bir anlam ifade
etmemektedir (Sekil 3.8).
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Ergin Disi Omiir Uzunlugu (%)

Neomisin Konsantrasyonlar1 (%0)

Sekil 3.8. Kontrol grubu ve neomisinin denenen konsantrasyonlarmin ergin disi Oomiir
uzunlugu oranlar1

Bir aminoglikozit tiirii olan neomisinin denenen % 0,005 ve 0,5’lik miktarlari bu antibiyotigi
icermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda erkek erginlerin émiir uzunlugunu ortalama
15 giin kisaltmis olmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ degildir. Fakat %
0,01’lik konsantrasyonda kontrol grubuyla karsilastirildiginda ortalama 35 giinliik bir dmiir

uzunlugu kisalmasi gézlemlenmistir ve istatistiksel olarak anlamli bir sonugtur (Sekil 3.8).
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Ergin erkek 6miir uzunlugu (%)

I I I a

Neomisin Konsantrasyonlar1 (%)

Sekil 3.9. Kontrol grubu ve neomisinin denenen konsantrasyonlarinin ergin erkek Omiir
uzunlugu oranlar1

m Ergin Erkek
® Ergin Disi

Neomisin Konsantrasyonlar (%)

Ergin Erkek ve Digi Omiir Uzunlugu (%)

Sekil 3.10. Kontrol grubu ve neomisinin denenen konsantrasyonlarinin ergin disi ve erkek
Omiir uzunlugu oranlar1
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BOLUM 4

TARTISMA

Laboratuvar ortaminda, bir aminoglikozit tiirii olan neomisin ile beslenmis dogal konak
kullanilarak (Galleria mellonella) endoparazitoid bir bocek tiirii olan Pimpla turionellae nin
larva, pup ve ergin yasama, gelismi; ergin Omiir uzunlugu iizerine etkileri tespit edilmistir.
Simdiye kadar yapilan ¢aligmalar kimyasal yapis1 belirli sentetik besinler ile ger¢eklestirilmig
olup, bu ¢alisma kimyasal insektisit olarak kullanilan neomisinin P. turionellae {izerindeki
etkilerini belirlemek i¢in dogal konaktan yararlanilmistir. Calisma sonuglari neomisinin
bocegin larval gelisim, pup olusumu, ergin olma ve ergin dmiir uzunlugunu 6énemli derecede
etkiledigi acikca gostermektedir. Ayrica neomisinin yiiksek konsantrasyonlar1 6rnegin: 1g’lik
konsantrasyonlar1 dogal konak olarak kullanilan G. mellonella nn larva ve 6zellikle pup olma
stirelerine etki ettigi sonucu gozlemlenmistir. 1g’lik konsantrasyonundan yeterli sayida larva
ve dolayisiyla da pup elde edilemedigi icin lethal dose olarak kabul edilerek bu ¢alismada en

yiiksek neomisin miktarmi 0,5g olarak belirlenmistir.

Kloramfenikol ve sikloheksimidin Heliothis virescens (F.) (Holmes and Keeley 1975)’ de,
akriflavin ve etidyum bromidin ise Heliothis zea (Boddie) (Keeley and Olson 1977)
erginlerinde sekil bozukluguna ve u¢ma yeteneginin azalmasma sebep oldugu ortaya
cikarilmistir. Bizim ¢alismamizda da en yliksek neomisin konsantrasyonunda ergin bireylerin
bir kisminda sekil ve kanat bozukluklar1 olmasina neden olmustur. Fakat kontrol ve diisiik
konsantrasyonlarda ergin bireylerde bu sekil bir bozuklugu gézlemlenmediginden dolay: artan
neomisin seviyesinin ergin bireylerde morfolojik bir bozukluga sebep oldugu sonucuna

varilabilinir.
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Denenen en yiiksek neomisin miktari, dogal konak G. mellonella ile yetistrilen P. turionellae
larvalarmin 5. evreye ulasma siiresini 6nemli 6l¢iide kisaltmustir. Bu olumsuz etkinin pup ve
ergin olma siireleri lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etki yapmadigi belirlenmistir.
Buna benzer bir sonu¢ Eritromisini 30 mg ve daha yiiksek miktarlarinda yetistirilen P.
turionellae’nin besinci evreye ulagsma ve pup olma siiresini 6nemli derecede kisalttig1 tespit
edilmis fakat bizim sonuglarimizda oldugu gibi bu olumlu etkinin ergin olma igin gerekli
stireye 0onemli derecede yansimadigi gosterilmistir. Ayni ¢calisma kapsaminda neomisin ile
ayni grupta bulunan aminoglikozit grubu antibiyotiklerinden olan streptomisinin denenen
miktarlar1 bocegin besinci evreye ve ergin evreye ulagma siiresi lizerinde etkili oldugu tespit
edilmistir. En yliksek miktarinda antibiyotik i¢eren besin, gerek besinci evreye gerekse ergin
evreye ulagma siiresini, kontrol besinine gore onemli Olglide uzatti§i ortaya koyulmustur
(Biiyiikgiizel 1999). Buna benzer bir ¢alismada da P. turionellae larvalarinin antibiyotiklerin
konsantrasyonuna ve tiiriine oldukca genis bir toleransa sahip oldugu belirlenmis; bu
antibiyotiklerin arasinda aminoglikozit bir antibiyotik olan streptomisinin sadece en yiiksek
besinsel miktarmin ergin evreye ulagma siiresi iizerine olumsuz etki yaptig1 gosterilmistir

(Biiytikgiizel ve Yazgan 2002).

Neomisinin denenen tiim miktarlar1 kontrol besinine gore P. turionellae’nin larval, pupal,
ergin yasama oranlar1 iizerine olumsuz etki ettigi tespit edilmis olup, bu olumsuz etkinin
kontrol besinin diger konsantrasyonlarla arasinda fark oldugu istatistiksel olarak da
kanitlamistir. Yapilan bir ¢alismada da P. turionellae istiinde kullanilan antibiyotik ve
antifungal kokenli neomisine benzer 6zellikteki {iclii antibiyotik kombinasyon deneylerinde
parazitik bir dipter tiiri olan Hypoderma lineatum (Villers)’un larvalarmi beslemek igin
kullanilan yapay besin ortamina ilave edildiklerin de larval evre sonrasindaki yasama oranini
onemli derecede etkilendigi gosterilmistir (Chamberlain and School 1991). Bazi
antimikrobiyal ajanlar parazitoid yasam tarzina sahip olmayan Pectinophora gossypiella
(Saunders) (Clark et al. 1961, Ouye 1962), Trichoplusia ni (Hiibner) (Kishaba et al. 1968),
Graphognathus spp (Bass and Barnes 1969), Bemisia argentifolii Belows & Perring (Costa et
al. 1997) gibi boceklerde de yasama ve gelisim iizerinde olumsuz etkileri oldugu tespit
edilmistir. Bir baska ¢aligmada da iki noktali kirmizi 6riimcegin farkli gelisme donemleri
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada azadirachtinin larval evrede 6liimlerin olduk¢a fazla oldugunu
ortaya koymuslardir. Tetranychus cinnabarinus un nimf doénemi iizerine azadirachtin’in 60
ppm’lik dozu uygulandiginda %100 6liim orani ile hi¢ ergin ¢ikis1 olmadig goriilmiis; 40.0,
20.0 ve 10.0 ppm’lik dozlarda ise swrastyla %13.33, %31.66 ve %60 oranda ergin ¢ikis1
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oldugu gozlenmistir. Kontrolde ise %100 ergin c¢ikist goriilmiis ve kontrol ile diger
konsantrasyonlar karsilastirildiginda aralarinda 6nemli farklilik tespit edilmistir (Topak¢i ve
Goc¢men 2008). Bizim ¢alismamiza benzer bir ¢calismada bitki bliylime hormonu Gibberrellik
asit (GA3) konak tiir olan G. mellonella’ya farkli dozlarda uygulanmis, konak ¢ikis siiresini
azaltmasma ragmen parazitoid ergin ¢ikis siiresinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 ortaya konulmustur. Bunun nedeninin de GA3’iin besin kalitesini etkileyerek konak
geligimini etkilemis olabilecegi, konak savunmasi tarafindan metabolizmasinda detoksifiye
edilmis ya da etki azaltilmasindan dolay1 parazitoid ¢ikis siiresini etkilememis olabilecegi
seklinde goriis One stiriilmistiir. Yaptigimiz ¢alismamizda ergin olma oraninda tiim neomisin
konsantrasyonlarinda 6nemli derecede azalma gostermistir. Buda konagin kullanilan kimyasal
maddenin etkisini azaltici1 yonde bir savunmasi yapmadigi veya bu maddeye karsi bocegin
detoksifikiye sistemi yetmemis olabilir, buna bagli olarak da neomisin parazitoid bdcek

iizerinde olumsuz etki gostermis olabilir (Usmani and Knowles 2001, Oztiirk 2010).

Neomisinin 0,01°lik konsantrasyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda ergin disi Omiir
uzunlugunu 6nemli derecede azaltmistir. Neomisinin % 0,005 ve % 0,01°lik konsantrasyon
gruplarinda da kontrol grubuna gore ergin erkek Omiir uzunlugu iizerinde onemli artisin
oldugu gozlemlenmistir. Yapilan bir ¢alismada da P. turionellae disilerinin biraktiklar
yumurtalarm ag¢ilimi derisimin artmasina paralel olarak diisiis gostermektedir. Yapilan bir
baska caligmalarda subletal dozdaki metopren ve malathion’ un Culex quinquefasciatus’ un 4.
evre disi larvalarma uygulandiginda ergin bocekte Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve

yumurta agilimmnin azaldigi gézlenmistir (Robert and Olson 1989).

Streptomyces fradiae bakterisi tarafindan dogal olarak iiretilen neomisin antibiyotigi, bakteriyel
ribozomlarin 30 S alt birimine ve bazi durumlarda da 50 S alt birimine baglanmasi sonucu protein
sentezini baslangi¢c ve uzama asamasinda inhibe ederek etkilerini gostermektedir (Kaul and Pilch
2002, Kaul et al. 2003). Bu antibiyotik bakterilerin yasami i¢in gerekli proteinlerin iiretimini
onleyerek bakterileri Oldiirmektedir. Bizim c¢alismamizda da neomisin antibiotiginin yiiksek
konsantrasyonu ile beslenmis konak canlilardan gelisen endoparazitoid P. turionellae’larm,
bakterilerde oldugu gibi protein sentezi asamalarini1 direk inhibe ederek etki ettigini sdylemek
gilictlir fakat boceklerin ergin sathaya ulasincaya kadar olan periyotta fizyolojik bozukluklarin
neden olarak etki ettigi diistiniilmektedir. Neomisin konsantrasyonarmin bdcek tizerinde herhangi
bir olumsuz etki yapmadigi durumlarda aminoglikozit modifiye edici enzim neomisin

fosfotransferaz 11 (NPTII) enzimi aminoglikozit antibiyotiklerden kanamisin ve neomisini
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fosforlayarak inaktive etmekte ve boylece bu antibiyotige kars1 direng saglamis olabilir. NPTII
enzimi besinlerin tizerindeki ve memeli sindirim sistemindeki birgcok mikroorganizmada da

bulunur (Arabi et al. 1979, Fraley et al. 1986).

P. turionellae larvalar1 pup olusumuna kadar kapali bir bagirsaga sahip oldugundan bagirsak
icerigini ancak pup olurken bosaltabilmektedir. Antimikrobiyal ajanlarin P. turionellae’nin
yasama ve gelisimine yaptiklart etkilerde dikkati ¢eken diger bir husus ise bazi ajanlarin
etkilerinde goriilen diizensizliktir. Ornegin linkomisin hidrokloriir ve sefradin monohidratin
bocegin larva sonrasi evrelerindeki yasama orani lizerine yapmis oldugu etkiler benzer
olmustur. Bu antibiyotiklerin denenen en yliksek miktarlar1 (60 mg/100 ml besin) bu
miktardan onceki denenen miktarin (45 mg/100 ml besin) 6nemli derecede diisiirdiigii yasama
oranm artirmistir. Bu tiir diizensizlikler besin ile aliman antimikrobiyal ajanlarin bdcegin
bagirsak osmotik basmcim degistirerek farkli miktarlarda emilimlerinden ileri gelebilecegi
gibi bagirsak ve sindirim kanalinin pH’in1 etkileyerek bunlarin aktifliklerinin degismesine
neden olmalarindan da kaynaklanabilir. Bunun yaninda beta-laktam antibiyotiklerin (Catnach
et al. 1994), sefalosporinlerin (Snyder et al. 1997) ve fluoroquinolon yapisinda olan
ofloksasinin (Rabbaa et al. 1997) ¢esitli canlilarin bagirsaklarindan emilimlerinin ise protona
bagimli bir sekilde is goren peptid yapisindaki tastyicilar sayesinde gergeklestigi ve bu

emilimde pH’m 6nemli rol oynadig1 belirtilmektedir.

Tarimsal zararlilarla miicadelede alternatif miicadele yontemlerinin arastirmasi son yillarda
olduk¢a hiz kazanmistir. Arastirmalar gerek yeni kimyasallarin gelistirilmesine gerekse
kimyasal ve biyolojik ajanlarin beraber kullanilmasina yonelik olmaktadir. Biyolojik
Miicadele klasik anlamda, yararli organizmalar1 kullanarak zararlilarin etkisinin minimuma
indirilmesi veya baski altinda tutulmasi esasina dayanmaktadir. Bu calisma, bir insektisit
olarak kullandigimiz neomisin ile beslenerek yetistirilen konak bocek G. mellonella
puplarindan elde edilen 6nemli biyolojik miicadele ajani1 P. turionellae’nin uzun dénem
fizyolojik stres biyoindikatdrlerine bakilmis olmasi tarimsal alanlarda ikili miicadele

yontemleri ile ilgili caligmalara 6nemli katki saglayacaktir.
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BOLUM 5

SONUC

Biyolojik kontrol ajani olarak kullanilabilen P. turionellae ve bunun gibi biyolojik
miicadelede kullanilmak iizere kitle halinde iiretimi amaglanan tiirlerin gelisme siire¢lerinde
cevre sartlari, konagin ozellikleri, konagm maruz kaldigi toksik maddeler ve besinsel
kontaminasyon gibi g¢esitli etkenler parazitoild boceklerin gelisimini etkileyen Onemli
faktorleri olusturmaktadir. Ayrica Endoparazitoid Pimpla turionella’nin simdiye kadar Ki
cesitli insektisit iceren beslenme ¢alismalarinda kimyasal yapist bilinen g¢esitli sentetik
besinlerle beslenip etkileri incelenmis fakat dogal konak kullanilarak yapilan g¢alismalar
oldukca az sayida bulunmaktadwr. Ciinkii konak ve parazitoid bocegin kiiltiiriiniin ayn1 anda
yiiriitiilmesi oldukca giictiir. Bu amagcla, yapilan ¢aligmada neomisin ile muamele edilen
konak bocek G. mellonella puplar1 kullanilarak, uzun dénem fizyolojik stres biyoindikatorleri
olan endoparazitoid bir bocek tiirii olan P. turionellae nin larva, pup, ergin evrelerinde
biiylime, gelisme ve ergin Omiir uzunlugu tlizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismamizda
bu konuda bundan sonra yapilacak c¢alismalar i¢cin bir temel olusturabileceginden oldukga

Onem arz etmektedir.
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