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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BESIN KALITESININBACILLUS THURINGIENSIS SUBSP. KURSTAKI
TARAFINDAN ENFEKTE EDILEN URESIPHITA GILVATA(FABRICIUS, 1794)
LARVALARININ BAZI BAGISIKLIK SISTEMI ENZIMLERINE ETKISI

Gizem Aykol

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Oguzhan Yanar

Bu calismanin amaci, farkli miktarlarda protein ve karbohidrat iceren besinlerle
beslenen ve Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki ile enfekte edilenUresiphita
gilvata larvalarimin hiicresel ve humoral bagisikliktaki degisimlerini tespit etmektir.
Bu kapsamda besin igeriklerinin ve enfeksiyonun larvalarin siiperoksit dismutaz
(SOD), mangan stiperoksit dismutaz (MnSOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), fenoloksidaz (PO) enzim aktivitelerini ve toplam hemosit sayilarini nasil
etkiledigi belirlenmistir.Bunun i¢in yapay besinlerin igeriginde bulunan protein ve
karbohidrat miktarlar1 degistirilerek 4 farkli besin hazirlanmistir. Kontrol gruplari
hari¢ diger gruplar bakteri ile enfekte edilmistir. Ttim istatistiksel analizler bagimsiz
iki orneklem t testi yapilarak degerlendirilmistir.Hem kontrol hem de enfeksiyonlu
gruplardastiperoksit dismutaz ve mangan siiperoksit dismutazenzimleri protein
miktar1 en fazla olan gruplarda en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Kontrol gruplarina
kiyasla katalaz enzimi enfeksiyonlu gruplarin tiimiinde inhibisyon gdstermistir.
Glutatyon peroksidaz aktivitesi protein ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya distriilen
besin gruplarinda maksimum seviyededir.Kontrol gruplarinda protein miktar arttik¢a
fenoloksidaz enziminin aktivasyon gosterdigi bulunmustur. Enfeksiyon ile hemosit
sayisinin azaldigi bulunmustur (H haric). Besin dengesizligi ve enfeksiyona maruz
kalan larvalar bu olumsuzluklarla savasmak i¢in hem hiicresel hem de humoral
savunma ile kendilerini korumaya calisirlar.
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Anahtar Kelimeler: Uresiphita gilvata, Bacillus thuringiensis, Protein, Karbohidrat,
Enzim, Enfeksiyon



ABSTRACT

Master’s Thesis

THE EFFECT OF FOOD QUALITY ON THE SOME IMMUNE SYSTEM
ENZYMES OF URESIPHITA GILVATA (FABRICIUS, 1794) LARVAEINFECTED
WITHBACILLUS THUGINGIENSIS SUBSP. KURSTAKI

Gizem Aykol

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Oguzhan Yanar

The aim of this study was to determine the changes in cellular and humoral immunity
of Uresiphita gilvata larvae fed with foods containing different amounts of protein
and carbohydrate and infected withBacillus thuringiensis subsp kurstaki.In this
context, it has been determined how food contents and infection affect superoxide
dismutase (SOD), manganese superoxide dismutase (MnSOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GSH-Px), phenoloxidase (PO) enzyme activities and total
hemocyte counts of larvae.For this purpose, 4 different foods were prepared by
changing the amounts of protein and carbohydrate in artificial foods.Except for the
control groups, other groups were infected with bacteria. All statistical analyzes were
evaluated by using two independent samples t test.In control and infected groups,
superoxide dismutase and manganese superoxide dismutase enzymes showed the
highest activity in the groups with the highest amount of protein.The catalase enzyme
showed inhibition in all infected groups compared to control groups.Glutathione
peroxidase activity is at maximum level in the food groups whose protein and
carbohydrate amount is reduced by half.As the amount of protein in the control
groups increased, the phenoloxidase enzyme was found to be activated.It was found
that the number of hemocytes decreased with infection (except H).Larvae exposed to
infectionand food imbalance try to protect themselves with both cellular and humoral
defense to combat these negativities.

May 2019, 57 pages

Key Words: Uresiphita gilvata, Bacillus thuringiensis, Protein, Carbohydrate,
Enzyme, Infection
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1. GIRIS

Yeryliziinde yasamin 3.5 milyar yillik tarihinde en dikkat ¢ekici soylardan birini
olusturan bocekler, bir milyondan fazla belgelendirilmis tiirle gesitlilige katkida
bulunurlar (Engel, 2015). Bircok bdcek hayatini devam ettirmek i¢in bitkilere
bagimhdir. Bitkiler, siirekli olarak bdoceklerin ve patojenlerin saldirisina maruz
kalirlar. Herbivor boceklerde, beslenme, ciftlesme ve ovipozisyon gibi bdceklerin
fitnessimi etkileyen 6nemli davraniglar bitkiler ile yakindan iliskilidir (Schoonhoven
vd, 2005). Herbivorluk, yalnizca yaprak alaninin azaltilmasi anlamina gelmez, ayni
zamanda besin stoklari, fotosentetik kapasite (Zangerl vd, 2002), iireme basarisi
(Quesada vd, 1995) ya da vejetatif biiyiimenin (Meyer, 1998) bu durumdan olumsuz
etkilenmesi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, bitkiler herbivorlarin verdikleri
zararlar1 azaltmak i¢in bu saldirilarin farkina varacaklar stratejiler gelistirirler (Ryan,
1990; Xu vd, 1994; Thomma vd, 1998; Walling, 2000; Kessler ve Baldwin, 2002;
Bent ve Mackey, 2007; Pieterse vd, 2009).

Bitki-bocek etkilesimleri dinamiktir (Ehrlich ve Raven, 1964; Despres vd,
2007). Bu etkilesimler herbivorlugu azaltmak ic¢in bitkilerde karmasik savunma
mekanizmalarimin  gelismesi ve bu bitki savunmalarim1  dengelemek i¢in
herbivorlardaki mekanizmalarin zararsiz hale getirilmesiyle sonuglanir (Baldwin,
2001; Despres vd, 2007). Bitkilerde ve herbivor bdceklerde nesiller boyunca
kazanilan uyarlanabilir 6zellikler filogenetik ¢esitlilige ve birlikte evrimlesmeye
neden olur (Thompson, 1994; Chown ve Terblanche, 2006; Futuyma ve Agrawal,
2009).

1.1. Boceklerde Beslenmenin Onemi

Beslenme, herbivor bocekler dahil tiim hayvanlar i¢in ¢ok 6énemlidir (Behmer, 2009;
Simpson ve Raubenheimer, 2012). Beslenme sekillerine goére bocekler ¢esitli
kategorilerde  siiflandirilirlar.  Polifaj  bocekler  birbiriyle iliskisiz  bitki
familyalarindan farkli bitki tiirleriyle beslenirler. Oligofaj herbivorlar ¢ok sinirli bitki
tiirleriyle hatta bir familyaya ait birbirine yakin tiirlerin bir grubuyla veya sadece bir

tiirle beslenirler. Monofaj bocekler ise genellikle yaprak, kok veya {ireme organlari



gibi bitkilerin belirli kisimlarinda beslenmektedirler. Bu gruptaki daha kiiciik
bocekler floem, parankima veya gelismekte olan tohumlar iizerinde beslenmek i¢in

0zellesmis olabilirler (Bernays, 1998).

Konak bitkilerin kimyasal bilesimi, fitofag boceklerin hayatta kalma, biiyiime
ve iliremesini dnemli 6l¢iide etkiler (Bernays ve Chapman, 1994). Bocek performansi
besin kalitesi ile iliskilidir (Slansky, 1990). Polifag bocekler icin, farkli konak
bitkilerin mevcudiyeti, populasyon istilalarin1 tetiklemede O6nemli bir rol oynar
(Singh ve Parihar, 1988). Boceklerin biiylimesi, gelisimi ve iiremesi tliketilen

besinlerin kalitesine ve miktaria baglidir (Scriber ve Slansky, 1981).

Tirtillar da dahil olmak {izere biitiin herbivor bocekler ayni besin 6gelerine
ihtiya¢ duyarlar (Chapman vd, 2013). Bunlar aminoasitler (¢ogunlukla besindeki
proteinden elde edilir), karbohidratlar (sekerler ve nisasta), lipitler (yag asitleri,
fosfolipitler ve steroller), vitaminler ve mineralleri icerir. Lipitler, vitaminler ve
mineraller mikronutrientler olarak smiflandirilirlar. Bu mikronutrientler bitkilerde
disiik seviyelerde bulunur ve genellikle herbivor bocekler bu besin 6gelerine
yalnizca kiiciik miktarlarda ihtiya¢c duyar. Beslenmede protein ve karbohidrat gibi
makronutrientlere fazla miktarda ihtiyag duyulur ve bunlar herbivor bdcekler igin
sinirlandirict nutrientler olarak disiiniiliirler. Bunun nedeni, bitkilerde diisiik
seviyelerde bulunduklarinda fitnessi olumsuz etkilemeleridir (Bernays ve Chapman,

1994).

1.2. Beslenmede Protein-Karbohidrat iliskisinin Rolii

Bitki besin igeriginin, 6zellikle protein ve karbohidratlarin, hem mekéansal hem de
zamansal olarak degisken oldugu ¢esitli caligmalarla gosterilmistir (Gilisewell, 2004;
Schoonhoven vd, 2005; Lenhart vd, 2015). Bu durum herbivor boceklerin oldukga
heterojen bir beslenme ortaminda besin aradiklari anlamina gelmektedir. Herbivor
bdceklerin besinlerindeki protein ve karbohidratlarin mutlak miktar ve oranlarinin
bliylime hizi, tireme (Lee vd, 2004; Simpson vd, 2004; Behmer ve Joern, 2008;
Behmer, 2009; Le Gall ve Behmer, 2014; Roeder ve Behmer, 2014) ve immiinolojik
zorluklara (Lee vd, 2006; Povey vd, 2009; Ponton vd, 2011) kars1 toleranslar1 da
dahil olmak iizere performanslarini gii¢lii bir sekilde etkiledigine dair gii¢lii kanitlar

vardir.



Herbivor bocekler (aslinda biitiin hayvanlar) ayn1 anda birden fazla besin
bilesenine ihtiya¢ duyduklarindan, optimum performans ancak besin seviyeleri
uygun bir sekilde dengelendiginde gergeklesir (Behmer, 2009; Simpson ve
Raubenheimer, 2012). Herbivor bdcekler i¢in protein ve karbohidratlarin 6nemi goz
ontine alindiginda, pek cok tiir bu iki besini dengeleme yetenegine gore incelenmistir

(Behmer, 2009; Raubenheimer vd, 2015).

Protein-karbohidrat aliminin aktif diizenlenmesi bocekler (Raubenheimer ve
Simpson, 1993; Lee vd, 2002; Behmer, 2009), memeliler (Felton vd, 2009) gibi
canlilar arasinda yaygindir. Dengeli bir protein-karbohidrat alimini segme ve elde
etme kabiliyeti fekunditeyi (Lee vd, 2008; Maklakov vd, 2008; Roeder ve Behmer,
2014), 6miir uzunlugunu (Fanson vd, 2009; Grandison vd, 2009; Fanson ve Taylor,
2012), bagisiklik tepkilerini (Siva-Jothy ve Thompson, 2002; Lee vd, 2006) ve bitki
sekonder bilesiklerinin aksiyon modunu etkilemektedir (Simpson ve Raubenheimer,

2001; Behmer vd, 2002; Pascacio-Villafan vd, 2016).

1.3. Boceklerin Bagisikhik Sistemleri

Hem patojenlerin hem de insektisitlerin bocek populasyonlarint 6nemli o6lgiide
etkilemesi tartisilmaz bir durumdur. Genellikle, patojenler iki yoldan bocekleri istila
ederler. Tiiketim yoluyla bagirsaklara girebilirler ya da viicut yiizeyindeki yaralar ya
da integument veya bagirsak dokularina niifuz ederek hemolenfe girebilirler (Wu vd,

2016).

Pestisitlerin memeli bagisiklik sistemleri tizerindeki etkileri daha &nce
calisilmigtir (Vial vd, 1996; Blakley vd, 1999; Holsapple, 2002; Salazar vd, 2008),
fakat bu bilesiklerin bocek bagisikligi iizerinde etkisi yoktur. Bocekler adaptif bir
bagisiklik sisteminden yoksun olduklari veya en azindan omurgalilarda bulunan
antikor ve T-tipi bellek hiicrelerine sahip olmadiklar1 icin memeliler ve bdcekler
arasindaki ayrim onemlidir (Schmidt vd, 2008). Bocekler genel olarak spesifik
olmayan dogustan gelen bagisiklik tepkilerine giivenirler. Bocek bagisikligi temel

olarak ti¢ boliimden olugsmaktadir:
(1) Mikroplarin dis diinyasina fiziksel ve kimyasal engeller sunan kiitikiil,
(2) Hiicresel bagisiklik,

(3) Humoral bagisiklik (James ve Xu, 2012).
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1.3.1. Boceklerde bir bariyer olarak kiitikiil

Bocekler ¢ok cesitli patojenlerle etkilesirler. Bu patojenlerin ¢ogu, temas ettikleri
bocekleri istila edip kolonize etmeye calisirlar ve birgok durumda, basarili
kolonizasyon konak i¢in zararli etkilere yol acar. Patojenik organizmalar olan
viriisler, bakteriler, mantarlar, protozoanlar, nematodlar ve hatta diger bocekler
bocekleri enfekte edebilirler (Mahy, 2004; Pennacchio ve Strand, 2006; Vega ve
Kaya, 2012). Bu etkilesimlerin bazilar1 genel, bazilar1 ise olduk¢a spesifiktir.
Ornegin, Beauveria bassiana mantar, sayisiz taksonomik takimdan bdcekleri
enfekte eden fakiiltatif bir patojenken, Plasmodium sp. ise insanda sitmaya neden

olan patojendir (Manguin vd, 2008; Ortiz-Urquiza vd, 2015).

Enfeksiyon olasiligini azaltmak i¢in, bdcekler patojenlerin viicut bosluguna
veya hemosole girmesini engelleyen fiziksel bariyerlere sahiptir. Patojenlerin girisini
engelleyen en genis fiziksel bariyer kiitikiildiir (Siva-Jothy vd, 2005; Lundgren ve
Jurat-Fuentes, 2012). Kiitikiil yoluyla viicut igine giren patojenler, kiitikiilde
meydana gelen yaralar veya kiitikiiliin enzimatik sindirimi yoluyla enfeksiyona
neden olurlar. Patojenler tiiketim yoluyla da viicuda girerler. Tiiketimi takiben,
patojenler sindirim sistemi enzimleri, pH ve endojen mikrobiyota gibi antagonistik
engellere hizli bir sekilde maruz kalirlar (McGreevy vd, 1978; Siva-Jothy vd, 2005;
Cirimotich vd, 2011; Lundgren ve Jurat-Fuentes, 2012).

Hemosole girmek zor bir girisim olsa da, bir¢ok organizma bunu etkili bir
sekilde gerceklestirmek i¢in mekanizmalar gelistirmistir. Ornegin, Bacillus
thuringiensis bakterisi sindirim sisteminin epitel hiicrelerini yok eden Cry toksinleri
iiretir, sitmaya neden olan protozoan parazitleri orta bagirsak hiicrelerine niifuz
etmek icin apikal komplekslerini kullanir ve filarial nematodlar ise bagirsak
boslugunda fiziksel olarak barinirlar (Christensen ve Sutherland, 1984; Vachon vd,
2012; Roberts vd, 2013).

Patojenler bir bocegin viicuduna girdiginde, orta bagirsak, hemosol veya diger
hiicreler ve organlara yerlesirler. Orta bagirsak, hemosol veya i¢ organlarda
yerlesmeye ¢alisan patojenler, bocek tarafindan enfeksiyonlarin ortadan kaldirilmasi
veya kontrol edilmesi i¢in evrimlesen bagisiklik tepkilerinin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar. Bu bagisiklik tepkileri, fagositoz gibi hiicresel olaylardan, liziz ve

melanizasyonu iceren humoral olaylara kadar degismektedir (Hillyer, 2016).
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1.3.2. Boceklerde hiicresel bagisiklik

Hemositler, boceklerin birincil bagisiklik hiicreleridir ve bu hiicrelerin {iretimi tiim
yasam evreleri boyunca devam eder (Hillyer, 2016). Hemositik reaksiyonlar, konak
hemositleri ve yabanci istilacilar arasindaki dogrudan etkilesimler ile karakterizedir
(Merchant vd, 2008). Savunma sisteminin hayati bilesenleri olmasinin yani sira,
hemositler optimum biiylime i¢in besin ve hormonlarin sentezini ve tasinmasini ve
bag dokusunun olusumuyla yara iyilesmesini igeren cok sayida fonksiyona sahiptir
(Pandey ve Tiwari, 2012). Hemositler ayrica humoral tepkiye aracilik eder (Lu ve St.

Leger, 2016).

Hemositler farkli sekillere sahiptir ancak fonksiyonlar1 ve isimleri farkli bocek
taksonlarina gore degisiklik gostermektedir. Jones (1962) bocek kan hiicreleri olan
hemositleri prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sistosit, sfertilosit, adipohemosit,
podosit, onositoid ve vermiform hiicreler olmak iizere dokuz tipe ayirmaktadir.
Bunlardan, prohemositler hemolenfte yaygin olarak bulunan farklilasmamis
hemositlerdir ve muhtemelen farklilagsmis hemositlerin bir kaynagi olarak hizmet
ederler (James ve Xu, 2012). Plazmatositler ise yaralarin kapatilmasina ve
mikroorganizmalarin bocek govdesi bosluguna girmesine ve yayilmasina engel olan
koagiilasyon tepkisi (ya da hemolenf pihtilagmasi) ile giiglii bir sekilde iligkilidir
(Eleftherianos ve Revenis, 2011; Loof vd, 2011). Ayrica, plazmatositler fagositik
aktivite gosterir ve memeli monositlerinin/makrofajlarinin fonksiyonel esdegerlerini

temsil ederler (Lu ve St. Leger, 2016).

Belirli hiicresel savunma reaksiyonlar1 fagositoz, nodiilasyon ve daha biiyiik
istilacilar durumunda enkapsiilasyonu icermektedir (Lavine ve Strand, 2002; Stanley
ve Miller, 2006). Bu tepkiler ¢esitli tiplerde hemositler tarafindan gergeklestirilir ve

genellikle bu olaylarin sonrasinda melanizasyon gergeklesir (James ve Xu, 2012).

1.3.2.1. Fagositoz

Fagositoz, kiiciik yabanci organizmalarin yok edilmesi i¢in hem omurgali hem de
omurgasiz hayvanlar tarafindan kullanilan evrimsel olarak korunmus bir hiicresel
bagisiklik stirecidir (Hillyer, 2016). Yabanct bir nesne, fagositin plazma
membranindaki proteinler tarafindan algilandiginda ve ona baglandiginda fagositoz

baslatilir. Yabanci cisim daha sonra membranla sinirli bir fagozomda oziimsenir,
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fagozom bir lizozom ile birlesir ve hidrolitik enzimler partikiilii sindirir. Fagositoz
patojenlerinin hemositleri Lepidoptera, Hemiptera ve sivrisineklerin graniilositleri ve
meyve sineklerinin plazmatositleridir (Hillyer vd, 2003a; Hillyer vd, 2003b; Strand,
2008a; Laughton vd, 2011; Hillyer ve Strand, 2014; Honti vd, 2014).

Fagositoz hizli bir cevaptir. Sivrisineklerde, dolasan ve sesil hemositler
patojenleri konaga girislerinden saniyeler icerisinde fagosite etmeye baslar (Hillyer
vd, 2003b; King ve Hillyer, 2012; Sigle ve Hillyer, 2016). Sivrisineklerde ve tiitiin
tirtillarinda, bazi hemositler yiizlerce bakteriyi fagosite edebilirler (Dean vd, 2004;
Hillyer vd, 2005).

1.3.2.2. Nodiilasyon

Nodiilasyon, hemositlerin biiyiik bakteri gruplarin1 kusatan bir sekilde tutmasi
anlamina gerlir ve bu islemden sonra genellikle melanizasyon gergeklesir (Ratcliffe
ve Gagen, 1977; Satyavathi vd, 2014). Bu bagisiklik siirecinde, graniilositler
birbirine yapisir ve yogun bakteri agregatlarini ¢evreleyen tabakalar olustururlar.
Graniilositler i¢eriklerindeki maddeleri serbest birakirlar. Plazmatositler daha sonra
nodiiliin yiizeyi etrafinda toplanir ve ¢ogu durumda tiim yap1 melanize olur (Hillyer,

2016).

1.3.2.3. Enkapsiilasyon

Enkapsiilasyon, cok biiyilk olan patojenleri fagosite edilebilmek i¢in kullanilan
hiicresel bir bagisiklik tepkisidir. Bu tepki genellikle diptera ve lepidoptera larvalari
tarafindan parazitoid yaban arilarinin yumurtalari ile enfeksiyona tepkide kullanilir.
Lepidoptera'da, graniilositler bir patojeni ¢evreleyen bir hiicre tabakasi olusturmak
i¢cin tutunduklarinda enkapsiilasyon baslatilir (Pech ve Strand, 1995; Pech ve Strand,
1996). Bu tepki nodiilasyona benzerdir (Rantala vd, 2003; Strand, 2008b).

1.3.3. Boceklerde humoral bagisikhik

Humoral bagisiklik, hemolenfin pihtilasmasini ve melanizasyonunu diizenleyen
enzimatik kompleks kaskadlarin yani sira, antimikrobiyal peptitlerin, reaktif oksijen
ve azot ara maddelerinin iretimini igerir (Gillespie vd, 1997; Marmaras ve

Lampropoulou, 2009). Humoral bagisiklik reaksiyonlarinda rol alan hiicre i¢i sinyal
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iletim sistemleri genis ol¢lide ¢alisilmistir (Hoffmann, 2003; Lemaitre ve Hoffmann,

2007).

Humoral bagisiklik lokalize veya sistemik olabilir. Boceklerdeki bakteriyel
patojenlere tepki, Ozellikle meyve sinegi Drosophila melanogaster'de iyi
calisgilmistir. Lokalize bir tepki, muhtemelen bakteriyel patojen icin en yaygin istila
bolgesi olan bagirsakta ortaya cikabilir. Bagirsaktaki lokal tepki iki mekanizmaya,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antimikrobiyal proteinlerin (AMP) iiretimine,
baglidir. ROS sentezi ¢ok hizli bir yanittir ve istilaya ilk bariyer olarak hizmet eder.
Peptidoglikanlar bir¢ok bakterinin hiicre duvarlarinda iiretilir ve bu bilesikler, ikinci

savunma diizeyindeki AMP'lerin sentezini uyarabilir (James ve Xu, 2012).

Humoral bagisiklikta, AMP'ler, 6zel bir doku olan yag doku (fonksiyonel
olarak karacigerin esdegeri) tarafindan tretilir ve daha sonra hemolenfe salinir.
Bocek AMP'leri, hemolenfte biriken, enfeksiyona tepki olarak yiiksek
konsantrasyonlara ulasan kiiciik, katyonik, aktif membran molekiilleridir. Farkli
patojen smiflarina karsi genis bir aktivite yelpazesi sergilerler ve miicadeleden birkag
hafta sonrasina kadar hemolenfte hala tespit edilebilirler (Lemaitre ve Hoffmann,

2007).

Pestisitlerin humoral ve hiicresel bocek bagisiklik tepkilerini etkiledigi
bilinmektedir. Humoral tepkide, 6rnek (pattern) tanima proteinleri, istila eden
mikroplar1 (veya igsel-olmayan diger nesneleri) tamimlar ve c¢esitli AMP'lerin
sentezini baslatir. AMP'ler arasinda sekropinler, defensinler, attasinler ve

dipterasinler gibi bilesikler bulunur (Hetru vd, 1998).

1.3.3.1. Melanizasyon

Melanizasyon, kiitikiil sertlesmesi, yara iyilesmesi ve bdceklerin bagisiklik ig¢in
kullandig1 enzimatik bir siirectir (Christensen vd, 2005; Nappi ve Christensen, 2005;
Cerenius vd, 2008). Bagisiklik alaninda, melanizasyon bakterilerin, mantarlarin,
protozoan parazitlerinin, nematod solucanlarinin ve parazitoid yabanarisi

yumurtalarinin dldiiriilmesinde rol oynayan bir bagisiklik mekanizmasidir.

Siyah pigment olusturan melanin, bir serin proteaz kaskadi tarafindan aktif
forma doniistiiriilen fenoloksidaz enzimi tarafindan katalize edilir (Ashida ve Brey,

1997). Inaktif proenzim olan profenoloksidaz (ProPO) hemositlerde sentezlenir ve
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serbest birakildiktan sonra ya aktif olarak kiitikiile taginir (Ashida ve Brey, 1995) ya
da yaralar ve kapstillenmis parazitlerin etrafinda biriktirilir (Bidochka vd, 1997).

Bakteriler gibi melanize olmus kiigiik patojenler genellikle fagosite edilirler,
daha biiyiik patojenler ise genellikle hemositler ile kapstillenir (Pech ve Strand, 1995;
Pech ve Strand, 1996; Hillyer vd, 2003a; Hillyer vd, 2003b). Melanizasyona yol acan
enzimatik siire¢ reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iirettiginden, bu reaksiyonlar siki bir

sekilde diizenlenir.

1.3.3.1.1. Fenoloksidaz (PO)

Enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar, melanogenezde énemli bir rol oynar.
Bu siireg, ¢ok hiicreli patojenlerin kapsiillenmesinden, dokularin onarilmasindan ve
bakteriler (gram+ ve gram-), mantarlar ve hatta viral ajanlar gibi diger patojenlere
karst savunmadan sorumludur (Boman, 1986; Ashida ve Brey, 1997; Nappi ve
Christensen, 2005). Melanizasyon reaksiyonlarindaki ana enzim fenoloksidazdir
(PO) (Nappi ve Christensen, 2005). Fenoloksidaz bir¢ok patojene karst kullanilan

onemli bir enzimdir (Cerenius ve Soderhill, 2004).

Fenoloksidaz, temel fonksiyonu fenolleri oksitlemek olan tirozinaz grubunun
bir iiyesidir. Farkli tiirlerden elde edilen tirozinaz proteinleri, yapisal o6zellikleri,
dagilimi ve hiicresel konumu bakimindan ¢esitlilik gosterir (Gonzélez-Santoyo ve
Cordoba-Aguilar, 2012). Fenoloksidaz tiim bdoceklerde profenoloksidaz (ProPO)
olarak bulunur. Profenoloksidaz tipik olarak patojenler ve yaralar etrafinda
melanizasyonu baslatmak i¢in fenoloksidaza doniistiiriiliir ve aktive edilir (Lu vd,

2014).

Bagisiklik sisteminde fenoloksidazin rolii daha Onceki c¢alismalarla
gosterilmistir (Ashida ve Brey, 1997; Soderhdll ve Cerenius, 1998; Sugumaran,
2002; Cerenius ve Soderhdll, 2004; Kanost ve Gorman, 2008). Fenoloksidazin
melanogenezdeki ana rolii, fenolleri kinonlara doniistiirmek ve daha sonra melanin
olusturmak iizere polimerize olmaktir (Soderhéll ve Cerenius, 1998). En genis dl¢iide
tanimlanan melanizasyon yolu, meyve sineklerinde parazitoit yumurtalarina karsi
melanizasyon islemidir (Nappi ve Vass, 1993). Melanin, 6nce fenilalanin hidroksilaz

ile tirozine hidroksile edilen fenilalanin aminoasidinden olusturulur. Tirozin daha



sonra dihidroksifenilalanin (DOPA) firetmek icin aktif PO ile hidroksile edilir
(Gonzélez-Santoyo ve Cordoba-Aguilar, 2012).

1.3.3.2. Hemolenfin pihtilagsmasi

Omurgali ve omurgasiz hayvanlar arasindaki en temel farklardan biri omurgalilarin
kan ve lenfatik sivilarmin kapali damarlar igerisinde dolastigi kapali dolagim
sitemine sahip olmalart; bunun aksine, omurgasizlarin agik bir dolasim sistemine
sahip olmalaridir. Bu nedenle, patojen bakterilerin bécegin viicut bosluguna girip
yayillmasini engellemek i¢cin omurgasizlarda hemolenfin pihtilasma mekanizmasi

bulunur (Theopold vd, 2002).

Boceklerde iki tip pihtilasma mekanizmasi tanimlanmistir. Bunlardan biri,
hamambdocegi (Leucophaea maderae) (Bohn ve Barwig, 1984) ve ¢ekirgede (Locusta
migratoria) (Brehélin, 1979) tanmimlanmistir. Burada, pihtilasabilir proteinlerin
polimerizasyonu, hemositlerden salman Ca*?'ye bagl bir transgliitaminaz ile katalize
edilir. Pihtilasabilir proteinler lipoforin (Barwig, 1985) ve vitellogenin benzeri
proteinlerdir (Doolittle ve Riley, 1990). Ikincisi, omurgalilarin kan pihtilasmasina
dahil olan von Willebrand faktoriiniin ‘D’ domainlerine homolog bir bolge
icermesidir. Bu tip pihtilagma en iyi at nali yengecinde (Lymulus polyphemus)
calisilmigtir ve Drosophila'da ayni sistemin varligina yonelik calismalar vardir (Gay

ve Keith, 1992; Coustau vd, 1996).

1.3.3.3. Antimikrobiyal peptitlerin sentezi

Enfeksiyona kars1 {igiincii humoral reaksiyon, antimikrobiyal peptitlerin hizli de
novo sentezidir (Boman, 1996; Hetru vd, 1998). Sentezin ana bolgesi yag dokudur
(Sendergard, 1993), fakat ayn1 zamanda hemositler (Boman, 1991), kutikular epitel
hiicreleri (Brey vd, 1993), bagirsak (Daffre vd, 1994), tiikiiriik bezi (Kylsten vd,
1992) ve iireme sistemi (Samakovlis vd, 1991; Rosetto vd, 1996) antimikrobiyal
faktorler tretebilir. Her ne kadar bu peptidler yap1 bakimindan farkli olsa da, tiim
peptitler amfipatiktir ve boylece hedef hiicreyi nihayetinde liziz ile Oldiiriirler
(Cociancich vd, 1993; Lockey ve Ourth, 1996). Bir bocegin hemosoliine enjekte
edilen bakteri, hemolenf icine salinan bir dizi antibakteriyel peptit ve proteinin

sentezini ortaya ¢ikarir. Enfeksiyona tepki olarak, bocekler antibakteriyel



peptitlerinin bir kombinasyonunu sentezler ve bakteriyel zarin farkli bilesenlerine
saldirarak sinerji i¢cinde hareket ederler (Morishima vd, 1995). Bocek antimikrobiyal

proteinleri, yapisal ve sekans benzerliklerine gore gruplandirilir.

1.4. Boceklerde Antioksidan Sistem

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) normal metabolik faaliyetler sirasinda veya cesitli
kimyasal veya cevresel kirlilige neden olan maddelere maruz kalmanin sonucu

olarak organizmalarda yan iirlinler olarak tiretilebilir (Felton ve Summers, 1995).

Reaktif oksijen tiirleri siiperoksit radikali (027), hidrojen peroksit (H,0,) ve

hidroksil radikali (OH)'dir. Bu radikaller metabolik islemleri engeller ve yag asitleri,
proteinler, karbohidratlar, enzimler, niikleik asitler, hormonlar ve norotransmitterler
gibi hiicresel bilesenlere zarar vererek organizmalarda oksidatif hasara neden olurlar

(Hermes-Lima ve Zenteno-Savin, 2002).

Serbest radikaller dis yoriingesinde paylasilmamis bir elektron tasiyan
kimyasal iriinlerdir. Radikal olmayan bir atom veya molekiilden bir elektron
cikmasiyla ya da atom veya molekiile bir elektron ilavesiyle olusurlar. Olusan
radikaller ¢ok reaktiftir (Caylak, 2011). Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif
stres normal fonksiyon gdsteren hiicre ve organizmalardaki molekiillerde enzimatik

olmayan oksidatif hasar ile karakterize edilir (Baskin ve Salem, 1997).

Organizmalarda endojen veya ekzojen reaktif kimyasallarin yok edilmesinden
veya bunlara karst koymaktan sorumlu bir antioksidan savunma sistemi vardir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz (GR), askorbat peroksidaz, thioredoksin
peroksidaz, disiilfid rediiktaz ve methionin siilfoksit rediiktaz boceklerde bulunan
antioksidan enzimlerdir (Missirlis vd, 2003). Antioksidan mekanizma bdcek
dokularinda strese tepki olarak aktif hale gelir ve boceklerin kimyasal olarak uygun
olmayan c¢evre kosullarinda hayatta kalmalarini saglar (Hyrsl vd, 2007). Bu enzimler
serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Ayrica, bu enzimler genel olarak serbest
radikallerin DNA, proteinler ve lipitler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini
sinirlandirarak bir hiicresel bolgeden digerine gecisini de Onleyebilmektedirler

(Diplock, 1998).
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Antioksidan enzimlerin ¢gogunun yag doku, ortabagirsak ve malpigi tiipleri gibi
metabolik olarak aktif dokularda yiiksek seviyelerde bulundugu bilinmektedir
(Ahmad, 1992).

1.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerini (02_), hidrojen peroksit (H,0,) ve

molekiiler oksijene (O,) doniistiiren enzimdir (Ozelgi-Kavas, 1994). Siiperoksit

anyonu (027) muhtemelen daha reaktif ve yliksek toksisiteye sahip oksijen tiirlerinin

olusumuna neden olmaktadir (Koca ve Karadeniz, 2003). SOD, bu islemi katalize
ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir. Bu olayda SOD enziminin aktif

bolgesini olusturan ¢inko dnemli bir mineraldir (Koca ve Karadeniz, 2003).
Oy + Oy + 2H" ——= H,0; +O;

Aerobik tiim hiicreler SOD igerir. Hem sitozol, hem de mitokondrilerde
bulunan bu enzim siiperoksit radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri siiperoksit

radikalinin zararh etkilerinden korur (Oksante Ar-Ge Laboratuvari, 2012).

SOD herbivor boceklerin  oksidasyon ve anti-oksidasyon etkilerinin
dengelenmesinde ve ¢evrenin neden oldugu hasardan boceklerin hiicrelerini

korumada 6nemli bir rol oynar (Ahmad ve Pardini, 1990).

1.4.2. Mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD)

Siiperoksit dismutazlar, aktiviteleri i¢in gereken metal iyon kofaktdriine gore
simiflandirilir: bakir/cinko tipi (Cu/ZnSOD), manganh tip (MnSOD), demir tipi
(FeSOD) ve nikel tipi (NiSOD) (Youn vd, 1996). Okaryotlarda, sitosolde bulunan
Cu/ZnSOD, hiicre disinda bulunan Cu/ZnSOD ve mitokondride bulunan MnSOD
tespit edilmistir (Fridovich, 1995). Meyve sine8i Drosophila melanogaster'da
Cu/ZnSOD, oksidatif strese ve hayatta kalmaya kars1 direngle ilgilidir (Phillips vd,
1989; Orr ve Sohal, 1994; Sohal vd, 1995; Parkes vd, 1999; Sun ve Tower, 1999).

MnSOD’un, aerobik organizmalarin mitokondriyal matriksinde bulunan temel
bir antioksidan enzim oldugu bilinmektedir (Cadenas ve Davies, 2000). MnSOD
aerobik hiicreler icin esastir ve biyolojik olarak dnemlidir. 1970'lerin baglarinda,

Escherichia coli ve mayay1 model organizmalar olarak kullanan ¢alismalar, aerobik
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ortamlarda hayatta kalmak icin MnSOD ekspresyonunun 6nemine dair kanitlar
sunmaktadir (Gregory ve Fridovich, 1973). MnSOD, insan, maya ve E. coli (Barra
vd, 1984) arasinda % 40'dan fazla dizi homolojisine sahip, yiiksek oranda korunmus

bir proteindir (Barra vd, 1984).

1.4.3. Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksidi (H,0,) suya ve oksijene pargalar. Bir metalloenzim

olarak bilinen katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein
katalistlerinden birisidir (Larson, 1988). SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana
gelen toksik hidrojen peroksit (H2O) katalaz enzimi etkisiyle su ve oksijene

dontstiirilmektedir (Duthie vd, 1989).
2H,0,=——————=2H,0 + O,

Katalaz, yapisinda hem igeren bir protein olup peroksizomlarda ve sitozolde
bulunmaktadir. Katalaz metil hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiiciik
molekiillerin indirgenmesini de saglar, ancak molekiil agirligi biiyiik olan lipit

hidroperoksitlere kars1 etki gostermez (Oksante Ar-Ge Laboratuvari, 2012).

1.4.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz hidroperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir. Tiyol
gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak
suretiyle gérev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid
olan glutatyon, serbest radikallerin yikicit etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati olarak gorev yapmaktadir
(Koca ve Karadeniz, 2003). Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢ok hiicrede ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glutatyon, membranlar1 lipid peroksidasyonuna
kars1 korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gergeklesmektedir (Di Mascio vd,
1991). Aktivitesi i¢in selenyum mineraline ihtiyag duyan GSH-Px enzimi,
glutatyonun indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis hale (GSSG) dontistiirmektedir
(Koca ve Karadeniz, 2003).

2GSH + ROO. =——= GSSG + ROOH + 2H,0O
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Bu enzim mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bulunmaktadir (Deaton
ve Marlin, 2003). Fagositik hiicrelerde 6nemli bir fonksiyonu vardir. GSH-Px
aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit birikmesine ve hiicre hasarma yol agar.
GSH-Px, hem lipit peroksidasyonunun baglamasimni onler, hem de lipit
peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar

(Oksante Ar-Ge Laboratuvari, 2012).

1.5. Bacillus thuringiensis Hakkinda Genel Bilgiler

1901'de Japon biyolog Shigetane Ishiwatari tarafindan ipek boceklerindeki solgunluk
hastaliginin arastirilmasi1 sirasinda bakteri izole edilmis ve Bacillus sotto olarak
adlandirilmigtir. On yil sonra, ayni bakteri Ernst Berliner tarafindan hastalikli bir
Akdeniz un giivesinden (Ephestia kuehniella) izole edilmis ve Bacillus thuringiensis

(Bt) olarak adlandirilmistir (Siegel, 2000).

B. thuringiensis spor olusumu sirasinda insektisidal proteinler (Cry proteinleri
ya da o-endotoksinler olarak adlandirilir) lireten entomopatojenik ozelliklere sahip
gram-pozitif bir toprak bakterisidir (de Maagd vd, 2001; Bravo vd, 2007; Avisar vd,
2009; Vachon vd, 2012). Bu Cry toksinleri, hedef boceklerine karsi tam bir 6zgiilliik
gosterir ve tarimda kimyasal zararli kontrolii i¢in uygulanabilir bir alternatif
saglayarak daha az pestisit kullanilmasini saglar (Qaim, 2009; Brookes ve Barfoot,

2013).

Bocek kontrolii i¢in kullanilan en basarili bocek patojeni B. thuringiensis’dir ki
bu, total insektisidal piyasanin simdilik yaklasik % 2’sini olusturmaktadir. Bt farkli
bocek takimlarinin larval evrelerine karsi hemen hemen aktiftir (Bravo vd, 2011).
Bacillus  thuringiensis kurstaki (Btk) suslarinin c¢ogu lepidopteran bocekler

(kelebekler ve giiveler) i¢in spesifiktir.

1.6. Uresiphita gilvata (Crambidae) Fabricus 1794’iin Karakteristik ve Ekolojik
Ozellikleri

Uresiphita gilvata Avrupa’da ve Kuzey Afrika’da yaygin olarak bulunmaktadir.
Eyliil ve Ekim aylarinda goriilen ve go¢ eden bir giive tliriidiir. Larval donem sonrasi
pupa doneminde kahverengi olarak gozlemlenir. Pupalarin etrafi ise beyaz pamuksu

koza ile ortiiliidiir. Larvalar bag kismindan uca dogru her iki yanda parlak sar1 ve
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siyah seritlere, dorsalde ise parlak mavi bir seride sahiptir. Larvalarin boylar1 2.5-3
cm uzunlugundadir. Erginlerde kanat genisligi 29-37 mm’dir. Larvalar Genista,
Cytisus, Sophora ve Ulex cinslerine ait otsu bitkilerle beslenmektedirler. Arka

kanatlar parlak turuncu renkte olup kanatlarin uglari siyahtir.
U. gilvata’nin sistematik gosterimi asagidaki gibidir:

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Sinif: Insecta

Takim: Lepidoptera

Familya: Crambidae

Alt Familya: Pyraustinae

Cins: Uresiphita

Tiir: Uresiphita gilvata

Sekil 1.1. Uresiphita gilvata larvasi
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Sekil 1.2. Uresiphita gilvata pupasi

Sekil 1.3. Uresiphita gilvata ergini

1.7. Tezin Amaci

Bu calismada Uresiphita gilvata Fabricius 1794 larvalarinin hem beslendikleri besin
iceriklerinin hem de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki ile gergeklestirilen
enfeksiyonun hiicresel ve humoral bagisiklik tizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaglanmistir. Caligma kapsaminda, beslenmede kritik 6neme sahip iki temel besin
maddesi olan protein ve karbohidrat miktarlar1 degistirilerek farkli besinlerin ve
enfeksiyonun U. gilvata larvalarinin siiperoksit dismutaz (SOD), mangan siiperoksit
dismutaz (MnSOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve fenoloksidaz
(PO) enzimlerine ve toplam hemosit sayisina olan etkilerinin incelenmesi

amaglanmstir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Uresiphita gilvata tiiriine ait larvalar 2017 Eyliil ayinda Samsun ilinin Bafra
ilgesinde bulunan Kizilirmak Deltasi’'nda halk arasinda act meyan adi verilen

Sophora alopecuroides (Fabaceae) tiiriine ait bitkilerden toplanmaistir.

2.1. Beslenme Deneyleri

Yapilan bu deneyde larvalarin hazirlanan besinlerde belirli bir siire beslenmeleri
saglanmistir. Bu asamanin ardindan kontrol gruplar1 harig, diger larvalar Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki bakterisi (erisim no: KX959986) ile enfekte edildikten

sonra ¢esitli analizler gerceklestirilmistir.

Yapilan bu deney 2 asamada gerceklestirilmis olup her asamaya belirlenen
miktarda U. gilvata larvalar1 koyularak toplam 5 grup olusturulmustur. Toplam
hemosit miktarmin belirlenmesi amaciyla birinci asamada 50 larva, enzim
aktivitesinin belirlenmesi amaciyla ikinci agamada ise 100 larva her bir grup i¢in 6zel
plastik kaplara koyulmustur. Larvalar yapay besin ile giin asir1 beslenmeye tabi
tutulmustur. 5 giin beslenmenin ardindan kontrol larvalarinin hemolenfleri alinmstir.
Diger larvalarin besinlerine 1 ml Btk bakterisi bulastirildiktan ii¢ glin daha larvalarin
ilgili besinlerde beslenmelerine imkén verilmis ve daha sonra larvalarin hemolenfleri

alinarak enzim ve hemosit analizleri yapilmistir.

2.2. Yapay Besin icerikleri

Bu calismada, U. gilvata larvalarimin farkli konsantrasyonlarda protein ve
karbohidrat  kullanilarak hazirlanmis olan yapay besinlerde beslenmeleri
saglanmistir. Larvalar1 beslenmek amaciyla Yamamoto (1969) tarafindan gelistirilen
yapay besin kontrol besini (KB) olarak kullanilmistir. Bu yapay besinde bulunan
maddeler: bugday kepegi, protein olarak kazein; karbohidrat olarak sakkaroz, torula
mayasi, vitamin karisimi, tuz karigimi, kolesterol, sorbik asit, metil paraben, keten

yagi, agar ve sudur (Cizelge 2.1).

Besinde kullanilan ve makronutrient olarak ifade edilen protein (kazein) ve

karbohidrat (siikroz) miktarlar1 degistirilerek biri kontrol besini olmak iizere
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toplamda 4 besin hazirlanmig (Cizelge 2.2) ve larvalarin bu besinlerle beslenmeleri

saglanmistir.

Cizelge 2.1. Yamamoto yapay besininin i¢indeki madde miktarlar1 (1 kg i¢in)

Besin maddesi Madde miktari
Bugday Kepegi (Wheatgerm) 80 g/kg
Kazein (Sigma (C-6554)) 30 g/kg
Stikroz 30 g/kg
Torula mayas1 (Sigma (Y-4625)) 16 g/kg
Vitamin karisim1 (Vanderzant vitamin 10 g/kg

mixture Sigma (V-1007))

Tuz kanistmi  (Wesson salt mixture 8 g/kg
Sigma (W-1374))

Kolesterol (Sigma (C-2044)) 0.2 g/kg
Sorbik asit (Sigma (S-1626))

Metil paraben (Sigma (H- 3647)) 1 g/kg
Keten yag1 (Sigma (L-3026)) 1 ml/kg
Agar 20 g/kg
Su 800 ml/kg

Cizelge 2.2. Besin gruplar1 ve besin igerikleri

Besin Besin igerikleri
gruplari
A P:K 30:30 (KB) (Kontrol)

P:K 30:30 (Enfeksiyonlu)
P:K 50:10 (Kontrol)
P:K 50:10 (Enfeksiyonlu)
P:K 10:50 (Kontrol)
P:K 10:50 (Enfeksiyonlu)
P:K 15:15 (Kontrol)
P:K 15:15 (Enfeksiyonlu)

T Q@ m m O QO
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2.3. Bakteri ve Kiiltiir Kosullar: ve Larvalarin Bakteri ile Enfeksiyonu

Btk niitrient s1v1 besiyerinde 30°C'de gece boyu biiyiitiilmiistiir. Biiyliyen kiiltiiriin
optik yogunlugu 600 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve ODeoo=1.89'a ayarlanmistir. Bu
yogunluktaki 1'er ml bakteri siispansiyonu larvalarin beslenmesinde kullanilan yapay
besinlere ayr1 ayr1 bulastirilmigtir. Bakteri bulagtirilmis yapay besinler plastik kaplara
yerlestirilmistir. Bu kaplara calismanin amacina uygun olacak sekilde belirlenen

miktarlarda son larva evresindeki U. gilvata larvalarindan yerlestirilmistir.

2.4. Hemolenfin AliInmasi

Kontrol larvalarindan 5. giiniin sonunda, 5 giin bakteri bulastirilmamis besinlerle ve
daha sonra 2 gilin bakteri bulastirilmis besinlerle beslenen larvalardan ise,
enfeksiyonun 3. giiniinde larvalarin torakslarinda bulunan 3. bacaklar1 kesilerek
hemolenfleri alimmistir. Her grubun hemolenfi ependorf tiiplerine konulmus,

hemolentfli tiipler -80°C’de enzim analizi yapilincaya kadar muhafaza edilmistir.

2.5. Hemosit Sayiminda Kullanilacak Preparatlarin Giemsa Boyas: ile

Boyanmasi

Hemosit sayiminda kullanilacak bocek hemolenfleri ependorf tiiplerine koyulduktan
sonra hemosit yapilarinin bozulmamasi amaciyla giemsa boyasi ile boyanarak tam

korunumlu preparatlar elde edilmistir.

Her bir gruptaki larvalardan hemolenf alinarak ependorf tiiplere koyulduktan
sonra, her bir lama 10 pl hemolenf yayilmistir. Lama yayilan hemolenfler

kurutulduktan sonra giemsa ile boyama asamalarina gegilmistir.

2.6. Enzim Analizleri

Calismada protein tayini Lowry vd’nin (1951) yontemine gore yapilmistir. Katalaz
aktivite tayini Liick (1963) yontemiyle, siiperoksit dismutaz aktivitesi McCord ve
Fridovich’in (1969) spektrofotometrik metodu ve Flohé ve Otting’in (1984) metodu
ile belirlenmistir. Mangan stiperoksit dismutaz aktivitesi i¢in Benov ve Fridovich’in

(1998) metodu kullanilmistir. Glutatyon peroksidaz enzim aktivite tayini ise
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Lawrence ve Burk’un (1976) yontemiyle yapilmistir. Fenoloksidaz aktivite tayini

Ashida ve Soderhall’in (1984) yontemiyle belirlenmistir.

2.7. istatistiksel Analizler

Calismada besin icerigine bagli olarak hemosit sayis1 ve enzim aktivasyonu
arasindaki iligkiyi tespit etmek i¢in bagimsiz iki drneklem t testi kullanilmistir. Bu

testler i¢in SPSS 21 versiyonu kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Uresiphita gilvata larvalarinin farkli besinlerde beslenmeleri ile elde edilen bulgular

hemosit sayilarina ve ¢esitli enzim aktivitelerine gore incelenmistir.

3.1. Hemosit Sayilari

Uresiphita gilvata larvalarinin farkli besinlerle beslenme deneyinden elde edilen

sonuclara gore kontrol grubu arasinda en diisiik ortalama hemosit sayist protein

miktar1 en az olan besin grubunda (E), en yiiksek ortalama hemosit sayis1 ise A

besini (P:K 30:30) ile beslenen larvalarda bulunmustur (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Uresiphita gilvata larvalarinin ortalama hemosit sayilar

Besin Besin Ortalama=+standart hata
. Gruplar t P
icerikleri  gruplari (n/10pl)
A Kontrol 2072+3.8
P:K 30:30
4 Eg'c 118844 1 3162 <0.001
edilen
C Kontrol 1921+£2.7
P:K 50:10
b Enfekte 140545 3 5943 <0.001
edilen
E Kontrol 1634+6.1
P:K 10:50
. Enfekte 108541.9 4363 <0.001
edilen
G Kontrol 174243.5
P:K 15:15
H Enfekte 193043 2313 <0.001
edilen
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Bakteri ile enfekte edilen tiim gruplarin ortalama hemosit sayilar1 kontrol
grubuna kiyasla azalmistir ((P:K 15:15) hari¢). Enfeksiyonlu gruplar arasinda en az
hemosit sayisi, karbohidrat miktar1 en fazla olan F grubundadir (P:K 10:50). Protein
ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen grupta (H) enfeksiyon ile hemosit

sayisinda artis kaydedilmistir (Sekil 3.1).

2000 -

i

1500 -
m Eontrol

% Enfelzivonlu

(n/10ul)

Ortalama hemosit sayvist

500 -

PK 30:30 PK 5010 BEK 10:30 PK 15:15

Besin gruplan

Sekil 3.1. Uresiphita gilvata larvalarinin besin gruplarina goére ortalama hemosit
sayilarmin karsilastirilmasi
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3.2. Fenoloksidaz (PO) Enzim Aktiviteleri

Tiim kontrol gruplar icerisinde en diisiik fenoloksidaz enzim aktivitesinin protein ve

karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen G grubunda (P:K 15:15), en yiiksek

fenoloksidaz enzim aktivitesinin ise en yiiksek protein miktarina sahip olan C

grubunda (P:K 50:10) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2.

Uresiphita gilvata larvalarinin beslenme deneylerinden elde edilen
fenoloksidaz aktiviteleri

Besin Besin Gruplar Ortalama=+Standart hata ¢ P
icerikleri  gruplart p (Tu/ml)
A Kontrol 2.2
P:K 30:30
X Enfekte 6 98 <0.001
edilen
C Kontrol 3.3
P:K 50:10
o Enfekte L6 -739.2  <0.001
edilen
E Kontrol 1.4
P:K 10:50 Enfekte
F . 1.5 62.8 <0.001
edilen
G Kontrol 1.1
P:K 15:15
Enfekte 58 2061.6 >0.05
edilen
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Kontrol grubuna kiyasla bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarda (D harig)
aktivasyon goriilmiistiir. B besini ile beslenen larvalarin hemolenflerindeki
fenoloksidaz enziminin % 16.4, F besini grubunda (P:K 10:50) % 6.4, protein ve
karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen H besini grubunda (P:K 15:15) ise % 412.5
aktivasyon gdsterdigi bulunmustur. Bu enzimin protein miktari en fazla olan D besini

grubunda (P:K 50:10) ise % 50.7 azalma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.2).

m Kontrol
# Enfelstvonlu

(Tu'ml)

Fenoloksidaz aktivitelen

1 B

P:K 30:30 BK 50:10 EK 10:50 PK 15:15

Besin gruplari

Sekil 3.2. Uresiphita gilvata larvalarinin besin gruplarina goére fenoloksidaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmast
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3.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Enzim Aktiviteleri

Kontrol gruplart igerisinde en diisiik siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin protein

ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen G besin grubunda (P:K 15:15), en

yiiksek enzim aktivitesinin ise protein miktar1 en fazla olan C besin grubunda (P:K

50:10) oldugu bulunmustur (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3.

Uresiphita gilvata larvalarinin beslenme deneylerinden elde edilen
siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri

Besin Besin Gruplar Ortalama=+Standart hata P
icerikleri  gruplar p (Iu/mgprotein/mlx 10%)
A Kontrol 213+£2.0
P:K 30:30
B g 164420 170 <0.001
edilen
C Kontrol 324422
P:K 50:10
o g 27918 166 <0.001
edilen
E Kontrol 261+£2.4
P:K 10:50
F Enfekte 20442.1 -17.7  <0.001
edilen
G Kontrol 1184+2.7
P:K 15:15
Enfekte 120422 0.59 >0.05
edilen
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Bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarin (H hari¢) enzim aktivitelerinde azalma
goriilmiistiir. Bu gruplar igerisinde azalmanin en fazla oldugu grup B besin
grubundadir (% 23). En diisiik azalma ise protein miktar1 en fazla olan besin
grubundadir (D grubu; % 13.8). Enfeksiyonlu gruplar icerisinde aktivasyon (% 1.69)
gosteren tek grubun protein ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen besin

grubunda (H) oldugu bulunmustur (Sekil 3.3).

350 -
300 A

250

 Eontrol

150 - % Enfelzivonlu

7

100 -

Stiperoksit dismmitaz akfiviteleri
(Tu/'mgprotein/mlx 107}

50

D -t = =2 - 2 A ¥ A - g WPl
F:K 30:30 PE 50:10 FK 1030 PK 15:15

Besin gruplan

Sekil 3.3. Uresiphita gilvata larvalarinin besin gruplarina gore siliperoksit dismutaz
enzim aktivitelerinin karsilastirilmast
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3.4. Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) Enzim Aktiviteleri

Tiim kontrol gruplart igerisinde en diisiik mangan siiperoksit dismutaz enzim

aktivitesinin A besin grubunda (P:K 30:30), en yiiksek enzim aktivitesinin ise protein

miktar1 en fazla olan C besin grubunda (P:K 50:10) oldugu bulunmustur (Cizelge

3.4).
Cizelge 3.4. Uresiphita gilvata larvalarinin beslenme deneylerinden elde edilen
mangan siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri
Besin Besin Gruplar Ortalama+Standart hata P
icerikleri  gruplar p (Iu/mgprotein/mlx 10%)
A Kontrol 138+19.4
P:K 30:30
B " 239+2.8 5.1 <0.001
edilen
C Kontrol 232+3.0
P:K 50:10
4 g 387230 366 <0001
edilen
E Kontrol 204+2.0
P:K 10:50
F Enfekte 22043.1 4.4 <0.001
edilen
G Kontrol 151+1.6
P:K 15:15
Enfekte 151+1.7 0.08 >0.05
edilen
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Bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarda (H hari¢) aktivasyon goriilmiistiir. En
yiiksek enzim aktivasyonunun B besin grubunda oldugu goriilmiistiir (% 73.1). En
diisiik aktivasyon ise karbohidrat miktar1 en fazla olan besin grubundadir (F; % 7.8).
Protein ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya disiirilen H grubunda (P:K 15:15)

herhangi bir azalma ya da aktivasyon goriilmemistir (Sekil 3.4).

B Kontrol
# Enfelzivonlu

Mangan siiperoksit dismmitaz akiviteler
(Tu/mgprotein/mlx 1 03}

PK 1515

P:E 30:30 EK 50:10 PE 10:50

D | S

Besin gruplari

Sekil 3.4. Uresiphita gilvata larvalarmin besin gruplarina gére mangan siiperoksit
dismutaz enzim aktivitelerinin karsilastiriimasi

28



3.5. Katalaz (CAT) Enzim Aktiviteleri

Uresiphita gilvata larvalarmin farkli besinlerde beslenme deneyinden elde edilen

sonuglara gore kontrol gruplart igerisinde en disiik katalaz enzim aktivitesinin

karbohidrat miktar1 en fazla olan besin grubunda (E), en yiiksek enzim aktivitesinin

ise protein miktar1 en fazla olan besin grubunda (C) oldugu bulunmustur (Cizelge

3.5).
Cizelge 3.5. Uresiphita gilvata larvalarinin beslenme deneylerinden elde edilen
katalaz enzim aktiviteleri
Besin Besin Gruplar Ortalama=+Standart hata P
icerikleri  gruplari P (Iu/mgprotein/mlx10?)
A Kontrol 7120+0.9
P:K 30:30
n raickig 6083415 1596.6  <0.001
edilen
C Kontrol 9955+3.9
P:K 50:10
v iickte 520342.8 994.1  <0.001
edilen
E Kontrol 5766+4.5
P:K 10:50
. Enfekte 449343.4 2267 <0.001
edilen
G Kontrol 5839+2.6
P:K 15:15
H Enfekte 4800+3.2 -251.2  <0.001
edilen
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Bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarin katalaz enim aktivitelerinde azalma
meydana gelmistir. En fazla azalma (% 47.7) protein miktar1 en fazla olan D besin
grubundadir (P:K 50:10). En diisiik azalma (% 14.5) ise B besin grubundadir (Sekil
3.5).
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Besin gruplari

Sekil 3.5. Uresiphita gilvata larvalarinin besin gruplarina gore katalaz enzim
aktivitelerinin karsilastirilmast
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3.6. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) Enzim Aktiviteleri

Tiim kontrol gruplar igerisinde en diisiik glutatyon peroksidaz enzim aktivitesine
sahip besin grubu en fazla protein miktarina sahip gruptur (C besini; P:K 50:10). En
yiiksek glutatyon peroksidaz enzim aktivitesine sahip olan besin grubu ise protein ve

karbohidrati yar1 yariya diisiiriilen G besin grubudur (P:K 15:15). (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Uresiphita gilvata larvalarimin beslenme deneylerinden elde edilen
glutatyon peroksidaz enzim aktiviteleri

Besin Besin Gruplar Ortalama+Standart hata P
icerikleri  gruplari P (Iu/mgprotein/mlx 10%)
A Kontrol 497+5.9
P:K 30:30
B Eaiskic 440+1.5 -124.2  <0.001
edilen
C Kontrol 468+3.7
P:K 50:10
w Eigyr 500798 866  <0.001
edilen
E Kontrol 524435
P:K 10:50
. Enfekte 569422 344 <0.001
edilen
G Kontrol 549+3.1
P:K 15:15
Enfekte 589439 -42.1  <0.001
edilen
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Kontrol gruplarma kiyasla bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarda aktivasyon
goriilmistiir (B harig). D besini (P:K 50:10) ile beslenen larvalarin hemolenflerindeki
glutatyon peroksidaz enziminin % 6.8, F besin grubunda (P:K 10:50) % 8.5, protein
ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen H besin grubunda (P:K 15:15) ise % 7.2
aktivasyon gosterdigi bulunmustur. Bu enzimin B besin grubunda (P:K 30:30) ise %

11.4 azalma gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 3.6).
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Besin gruplar

Sekil 3.6. Uresiphita gilvata larvalarinin besin gruplarina gore glutatyon peroksidaz
enzim aktivitelerinin karsilastiriimasi
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4. TARTISMA

Kontrol gruplarn igerisinde en az hemosit sayisit protein miktart en az olan E besin
grubundadir (P:K 10:50). En fazla hemosit sayisinin ise A besin grubunda (P:K
30:30) oldugu bulunmustur. Bu besin, protein ve karbohidrat bakimindan yeterli ve
dengeli bir besindir. Protein ve karbohidrat dengesi tiim canlilarda oldugu gibi bu tiir

icin de dnemlidir.

Hiicresel savunmada rol oynayan hemositlerin sayilarinin karsilastirilmasinda
besin igerigi kadar enfeksiyonun etkisi de Onemlidir. Bakteri ile enfekte edilen
gruplarda (H hari¢) beslenen larvalarin hemosit sayilarinin kontrol gruplarinda
beslenenlere kiyasla az olmasi bunun kamtidir. 7richoplusia ni ile yapilan bir
caligmada (Ericsson vd, 2009), B. thuringiensis ile enfekte edilen larvalarin hemosit
sayisinin kontrol larvalarina kiyasla az oldugu bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla,
Plodia interpunctella larvalarinin B. thuringiensis ile enfeksiyonu sonucunda
hemosit sayisinda azalma meydana geldigi belirlenmistir (Orozco-Flores vd, 2017).

Bu ¢alismalar, ¢calismamizda bulunan sonuclarla 6rtiismektedir.

Enfeksiyonlu gruplarda besine ilave edilen protein miktar1 arttikca hemosit
sayisinin arttig1 tespit edilmistir. Protein ve karbohidrat miktarlar1 yar1 yartya
diisiirilen H besin grubunda (P:K 15:15) dikkat ¢ekici bir sonu¢ bulunmustur.
Bakteri enfeksiyonu ile diger gruplarin hemosit sayilar1 kontrol gruplarma kiyasla
azaliyorken, bu besinde beslenen larvalarin hemosit sayilarinda artis kaydedilmistir.
Tiim hayvanlar dengeli bir besine ihtiya¢ duyarlar (Clissold ve Simpson, 2015). Hem
protein hem de karbohidrat bakimindan yetersiz besinin yan sira enfeksiyon ile de
miicadele etmek zorunda kalan larvalar hemosit sayilari arttirarak enfeksiyona

tepki gostermis olabilir.

Hem kontrol gruplari hem de enfeksiyonlu gruplar igerisinde en diisiik hemosit
sayilar1 protein miktarlar1 en diisiik olan besin gruplarindadir (E ve F besini; P:K
10:50). Bu durum, hiicresel savunmada proteinin ne kadar O6nemli oldugunu

gostermektedir.

Kontrol gruplar igerisinde (G hari¢) besine ilave edilen protein miktar arttikca
fenoloksidaz enzim aktivitesinde artis kaydedilmistir. Bu gruplar igerisinde en
yiiksek fenoloksidaz enzim aktivitesinin protein miktar1 en fazla olan C besin

grubunda (P:K 50:10) oldugu bulunmustur.
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Fenoloksidaz birgok patojene kars1 kullanilan 6nemli bir enzimdir (Cerenius ve
Soderhéll, 2004). Boceklerde, patojen enfeksiyonu sonrasinda melanizasyonu
baslatmak icin profenoloksidazlar (PPO) fenoloksidazlara (PO) dontstiiriiliir ve
aktive edilir (Lu vd, 2014). Melanin tiretimi genellikle hiicresel tepkilerle tetiklenir
(Jiang vd, 1998; Goldsworthy vd, 2003). Melanizasyon yolu, serin proteazlarin
salindig1 ve PO kaskadini tetikleyen hemositler tarafindan aktive edilir (Kurihara vd,

1992; Gajewski vd, 2007).

PR

Bakteri enfeksiyonu ile fenoloksidaz enzim aktivitelerinin  degistigi
kaydedilmistir. Enfeksiyon ile tim gruplarda (D hari¢) bu enzimin aktivasyon
gosterdigi bulunmustur. En yiiksek aktivasyon (% 412) protein ve karbohidrat
miktar1 yar1 yariya diisliriilen besin grubundadir (H). Hemosit sayisinin tek artis
gosterdigi bu grupta fenoloksidaz enzim aktivitesi maksimum seviyededir.
Enfeksiyon, besin igeriginin yetersizligi (P:K 15:15) ve hiicresel savunmanin yani
sira humoral savunmada da rol oynayan hemositlerin sayisindaki artis kontrol

grubuna (G) kiyasla fenoloksidaz enziminde yiiksek oranda aktivasyona yol agmaistir.

Enfeksiyonlu gruplar icerisinde en diigiik fenoloksidaz enzim aktivitesi protein
miktar1 en az olan gruptadir (F). Bu grupta enfeksiyon sonucu hemosit sayisinin
minimum olmasi fenoloksidaz enzim aktivitesinin de minimum olmasma yol
acmistir. Bu durum, hem fenoloksidaz aktivitesinin hemosit sayisina baglh oldugunu
diistindiirmekte hem de proteinin ve enfeksiyonun enzim aktivitesindeki roliinii

gostermektedir.

Bakteri enfeksiyonu ile fenoloksidaz enziminde azalma gosteren tek grup
karbohidrat miktar1 en az olan D besin grubudur (P:K 50:10). Bu grupta hemosit
sayist da enfeksiyon ile azalmistir. B. thuringiensis ile enfekte edilen 7. ni
larvalarmin kontrol grubuna kiyasla fenoloksidaz enzim aktivitelerinin azaldig
gosterilmistir (Ericsson vd, 2009). Kontrol grubuna kiyasla, P. interpunctella
larvalarinin  B.  thuringiensis ile enfekte edilmesi sonucunda fenoloksidaz
aktivitesinde azalma meydana geldigi bulunmustur (Orozco-Flores vd, 2017). Bu
caligmalarda bulunan sonuglar bizim ¢aligmamizdaki diisiik karbohidrat iceren (P:K

50:10) grubun verileri ile ortiismektedir.
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Hem kontrol hem de enfeksiyonlu gruplar igerisinde en yiiksek siiperoksit
dismutaz enzim aktivitelerinin protein miktar1 en fazla olan besin gruplarinda (C ve
D) oldugu tespit edilmistir.

Galleria mellonella ile yapilan bir calismada, larvalarin orta bagirsagindaki
stiperoksit dismutaz aktivitesinin B. thuringiensis enfeksiyonu ile arttig1 bulunmustur
(Dubovskiy vd, 2008). Calismamizda, bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarin (H
hari¢) siiperoksit dismutaz enzim aktivitelerinde azalma meydana gelmistir. Cesitli
insektisitlerin, siiperoksit dismutaz gibi anahtar enzimlerin aktivitesini baskiladig
bilinmektedir (Adamski vd, 2003; Buyukguzel, 2009). Enfeksiyon ile enzim
aktivitesinde meydana gelen azalma bakterinin oksidatif stresi baskiladigi anlamina

gelebilir.

Bagisiklik tepkisini etkileyebilecek kosullardan biri de diyettir (Chambers ve
Schneider, 2012). Protein ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiliriilen besin
grubunda (H) enfeksiyon ile aktivasyon meydana geldigi kaydedilmistir.
Aktivasyona ragmen hem kontrol hem de enfeksiyonlu gruplar igerisinde yetersiz
besin (P:K 15:15) gruplarinda (G ve H) siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri diger

gruplara kiyasla minimumdur.

Mangan siiperoksit dismutaz aerobik organizmalarin  mitokondriyal
matriksinde bulunan bir antioksidan enzimdir (Cadenas ve Davies, 2000). Bu enzim
aerobik hiicreler i¢in esastir ve biyolojik olarak 6énemlidir (Candas ve Li, 2014). Hem
kontrol hem de enfeksiyonlu gruplar igerisinde en yiiksek mangan siiperoksit
dismutaz enzim aktiviteleri protein miktart en fazla olan besin gruplarindadir (C ve
D). En yiiksek siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri yine bu gruplardadir. Bu
durum, protein miktarinin hem sitoplazmik hem de mitokondrial radikal siipiirme

mekanizmalarini dogrudan etkiledigini gostermektedir.

Mangan siiperoksit dismutaz bakterilerin varliginda hayvanin dogustan gelen
bagisiklik tepkilerinde rol oynar (Cheng vd, 2006; Ni vd, 2007; Bao vd, 2008; Wang
vd, 2008). Hyphantria cunea ile yapilan bir calismada, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans ile enfekte larvalarda mangan siiperoksit dismutaz ekspresyonunun
kontrollere kiyasla 2 kat daha diisiik oldugu bulunmustur (Kim vd, 2010).
Calisgmamizda bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarda (H hari¢) aktivasyon meydana
gelmistir. Enfeksiyonlu gruplarda (H harig) besine ilave edilen karbohidrat miktar
artttkca enzim aktivitesi azalmistir. Karbohidrat miktar1 en yiiksek olan besin
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grubunda (F) aktivasyon minimumdur (% 7.8). Bu durum enfeksiyon ve
karbohidratin mangan siiperoksit dismutaz enziminin aktivasyonunda azalmaya
neden oldugunu gostermektedir. Yetersiz besin (P:K 15:15) grubunda (H) kontrol
grubuna (G) kiyasla herhangi bir degisim kaydedilmemistir.

Besin igerisindeki protein ve karbohidrat miktari, herbivor bdoceklerin
bagisiklik tepkileri gibi streslerin iistesinden gelme yetenegi ile iliskilendirilmistir
(Deans vd, 2016). Kontrol gruplar igerisinde besine ilave edilen protein miktari
arttikca katalaz enzim aktivitesinde artis kaydedilmistir. Bu gruplar igerisinde en
yiiksek katalaz enzim aktivitesinin protein miktart en yiiksek olan C besin grubunda
(P:K 50:10) oldugu bulunmustur. Bu grupta hem siiperoksit dismutaz hem de
mangan siiperoksit dismutaz aktiviteleri maksimumdur. Bu enzimlerin yiiksek

aktiviteleri katalaz enziminin de yliksek aktivite gostermesine neden olmustur.

Dubovskiy vd (2008) B. thuringiensis ile enfekte edilen G. mellonella
larvalarmin orta bagirsagindaki katalaz enzim aktivitesinin kontrol gruplarina kiyasla
azaldigin1 bulmuslardir. Farkli bitkilerde beslenen Lymantria dispar larvalarinin orta
bagirsagindaki katalaz aktiviteleriyle ilgili yapilan bir ¢alismada, enzim aktivitesinde
azalma meydana geldigi bulunmustur (Peric-Mataruga vd, 1996). Calismamizda da
bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarin katalaz enzim aktivitelerinde azalma gosterdigi
tespit edilmistir. Bu durum, ortamdaki serbest radikallerin B. thuringiensis tarafindan

tutulmus olabilecegini diistindiirmektedir.

Hem kontrol hem de enfeksiyonlu gruplar icerisinde en diisiik katalaz enzim
aktiviteleri karbohidrat miktar1 en fazla olan besin gruplarindadir (E ve F). Bu durum
yiiksek konsantrasyonda bulunan karbohidratin ortamda bulunan hidrojen peroksidin

eliminasyonunu olumlu etkiledigi seklinde yorumlanabilir.

Besin igeriginin bagisiklik tepkilerinde ¢ok cesitli etkileri olabilir (Koella ve
Sorense, 2002; Brunner vd, 2014; Adamo vd, 2016). Kontrol gruplari igerisinde
besine ilave edilen karbohidrat miktar1 azaldik¢a glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesinde azalma meydana geldigi kaydedilmistir (G hari¢). Bu durum, hidrojen
peroksidin  ortamdan  uzaklastirllmasinda  karbohidratin ~ 6nemli  oldugunu

gostermektedir.

Glutatyon peroksidaz, diisiik konsantrasyondaki hidrojen peroksidi ortamdan

uzaklagtirir. Ortamdaki yiiksek konsantrasyondaki hidrojen peroksidi ise katalaz
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enzimi uzaklastirir (Ozcan vd, 2015). Kontrol gruplari igerisinde, siiperoksit
dismutaz ve mangan siiperoksit dismutaz enzimlerinin maksimum aktivite gosterdigi
en fazla protein icerigine sahip grupta (C) katalaz aktivitesi maksimumdur. Buna
karsin, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi bu grupta minimum aktivite
gostermistir. Bu durum, katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin antogonistik

bir sekilde ¢alistigini gostermektedir.

Bakterilerin, lepidopter herbivorlarda bagisiklik tepkisini indiikleyebilecegi
bilinmektedir (Freitak vd, 2007). Bakteri enfeksiyonu ile tiim gruplarda (B harig)
glutatyon peroksidaz enziminin aktivasyon gdsterdigi bulunmustur. Hem kontrol
hem de enfeksiyonlu gruplar icerisinde en yiiksek glutatyon peroksidaz enzim
aktiviteleri protein ve karbohidrat miktar1 yar1 yariya diisiiriilen besin gruplarindadir
(G ve H). Bakteri enfeksiyonu ile B besin grubunun (P:K 30:30) enzim aktivitesinde

azalma meydana geldigi belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bocekler, farkli ekolojik alanlarda yasayan, diinyanin en biiyiikk hayvan grubudur.
Olumsuz sartlarda dahi cevresel stresten kurtulup hayatta kalabilirler. Yasamlari
siiresince, viriisler, bakteriler veya mantarlar gibi entomopatojenlerin yol ac¢tifi
enfeksiyonlara maruz kalirlar. Bu durumda, memeli sistemininki gibi, T-hiicreleri, B-
hiicreleri ya da antikorlara sahip olmayan bdcek bagisiklik sistemi sadece dogustan

sahip oldugu savunmalara giivenir (Ptytycz ve Saljelid, 1998; Dzik, 2010).

Boceklerdeki mikrobiyal enfeksiyon senaryolari, konak¢i ve patojen arasinda
dramatik bir etkilesim ile karakterize edilir. Bocekler, enfeksiyon ile savasmaya
calisgan savunma mekanizmalarim1 aktive ederken, patojenler tiim bu diismanca

engelleri asmak i¢in viriilans faktorlerini salgilarlar (Wojda ve Tasziow, 2013).

Tim canlilarda oldugu gibi bdceklerler i¢cin de beslenme kaginilmazdir.
Bocekler kendileri icin en uygun besini tiilketmek isterler. Ortamda yeterli miktarda
besin yoksa ya mevcut besini daha fazla tliketerek bu eksikligi gidermeye calisirlar

ya da farkli besin kaynaklar ararlar.

Calismamizda beslenme icin en temel makronutrientlerden protein ve
karbohidratin U. gilvata larvalarma olan etkileri incelenmistir. Ayrica, larvalarin B.
thuringiensis ile enfekte edilmesi durumunda, hiicresel ve humoral savunma

sistemlerinin bu iki degiskenden nasil etkilendigini aragtirdik.

Normal kosullarda (enfeksiyon harig) farkli igerige sahip besinlerde beslenen
larvalarin hiicresel ve humoral savunmalarinda besin igerigine bagli olarak
farkliliklar meydana gelmistir. Enfeksiyon da duruma dahil edildiginde larvalar
enfeksiyona kars1 savunma sistemlerini aktive ederler. Bazen enzimlerin bu aktivitesi

enfeksiyon ile inhibe edilir.
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