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OZET

KONAGA VERILEN 5-Aza-dC’NiN PARAZITOIT Apanteles galleriae
WILKINSON (Hymenoptera: Braconidae)’ IN TOPLAM LiPiT VE YAG
ASIDI MIKTARLARINA ETKILERi

Ozgiil SAKIN HACIOGLU

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali

(Yiksek Lisans Tezi/ Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Olga SAK)
Balikesir, 2009

Koinobiont, soliter ve erken evre larva endoparazitoiti Apanteles galleriae
Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae), Lepidopter konak, Kiigiik Balmumu Giivesi,
Achoria grisella Fabr. iizerinde, 25 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 bagil nem ve 12:12 saat
(Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot uygulanan laboratuar sartlarinda yetistirildi. Farkl
dozlarda (0.1, 0.5, 0.75, 1.0 mg/ml) konaga verilen 5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-
dC)’in, A. galleriae’nin toplam lipit ve yag asidi miktarlarina etkileri tespit edildi.

5-Aza-dC uygulamas1 4. galleriae disilerinde kontrol ile karsilastirildiginda
toplam lipit miktarinda azalmaya, yag asidi degerlerinde ise az oranda artisa neden
oldu. Madde uygulanan erkek bireylerin toplam lipit miktarinda azalma goriilmesine
ragmen, bu azalma disi bireylerdeki kadar belirgin degildi. Erkeklerde lipit
degerlerinin aksine sadece 0.1 mg/ml ve 0.5 mg/ml dozlarindaki yag asidi degerleri
kontrol gruplarina gore az oranda artis gosterdi. Bununla beraber, hem disi hem de
erkeklerde kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
degildi. 5-Aza-dC ve ¢esitli kimyasal maddelerin konak ve parazitoit lizerindeki
etkilerinin belirlenmesi bocek biyokimyasi ve fizyolojisi ile ilgili ¢caligmalara katkida
bulunacaktir.

Anahtar sozciikler: Apanteles galleriae /| Achoria grisella / 5-Aza-dC / lipit /
yag asidi.
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ABSTRACT

EFFECS OF 5-Aza-dC APPLIED TO HOST ON
TOTAL LIPID AND FATTY ACID CONTENT OF PARASITOID
Apanteles galleriae WILKINSON (Hymenoptera: Braconidae)

Ozgiil SAKIN HACIOGLU
Balikesir University, Institue of Science, Department of Biology

(M. Sc. Thesis / Supervisor: Ass. Prof. Dr. Olga SAK)

Balikesir-Turkey, 2009

Koinobiont, solitary and early instar larval endoparasitoid, Apanteles
galleriae Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae) was reared on lepidopterous host,
the small wax moth, Achoria grisella Fabr. under a photoperiod of 12:12 h (Light:
Dark) at 25 £ 2 °C and 60 + 5 % relative humidity. The effect of 5-Aza-2’-
deoxycytidine (5-Aza-dC) applied to host at different doses (0.1, 0.5, 0.75, 1.0
mg/ml) on the total lipid and fatty acids of A. galleriae were investigated.

5-Aza-dC treatment reduced the total lipid content of A. galleriae females
compared with control. However, fatty acids of females slightly increased by 5-Aza-
dC treatment. Total lipid of male parasitoids also decreased but the range of
depletion was not prominent as in females. Unlike the lipid content, fatty acids of
males slightly increased at only 0.1 and 0.5 mg/ml doses of 5-Aza-dC with respect to
controls. However, the differences between control and experimental groups in both
female and males were not significant. The assessment of the effects that 5-Aza-dC
and other chemicals have on host and parasitoid species will contribute to the studies
of insect biochemistry and physiology.

Key Words: Apanteles galleriae | Achoria grisella /| 5-Aza-dC / lipid / fatty
acids.
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ONSOZ

Lisans ve lisansiistii egitimim boyunca tecriibe, bilgi ve sevgisiyle beni her
zaman destekleyen, omiir boyu izleyecegim bir yol acan ¢ok degerli Danigsman

Hocam Sayin Yrd. Dog. Dr. Olga SAK’a ictenlikle tesekkiir ederim.

Tez calismam siiresince yardimlarindan dolay1 degerli hocamiz Yrd. Dog. Dr.
Fevzi UCKAN’a tesekkiirlerimi sunarim. Her zaman bilgi birikimini benimle
paylasan ve her konuda yardimei olan Ars. Gor. Aylin SAHIN ER’e tesekkiir etmeyi
bir bor¢ bilirim. Arastirmalarim esnasinda yakin ilgilerini gérdiiglim Fen—Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Bolimii ve Fen Bilimleri Enstitiisii'ndeki hocalarima ve
calisanlarina tesekkiirlerimi sunarim. Sevgili arkadasim Bahar BUDAK’a da

yardimlar1 i¢in tesekkiir ederim. Mekani1 cennet olsun.

TBAG 109T004 nolu Hizli Destek Projesi ile tezime yapmis oldugu maddi
katk1 ve bana sagladig1 burs icin TUBITAK a tesekkiir ederim.

Tezimin biyokimyasal analiz kisminda ¢aligmama katkida bulunan Sn. Murat

KAYAR’a tesekkiirii borg bilirim.

Hayatim boyunca beni her zaman destekleyen, sevgi ve giivenlerini benden
hi¢ esirgemeyen, egitimimi siirdlirebilmem i¢in bana her tiirlii imkani saglayan canim
annem, babam, kardesim, anneannem ve dedeme yiirekten tesekkiirler. Gece giindiiz
demeden el emegi ile benim i¢in rahat bir egitim siireci saglayan ve her zaman
yanimda olan anneme ayrica tesekkiir ederim. Son olarak lisansiistii egitimim
boyunca en zor anlarda pes etmemem i¢in destegini esirgemeyen sevgili esim Ayhan

HACIOGLU’na anlayisi ve sabr1 igin sonsuz tesekkiirler. ..

Balikesir, 2009 Ozgiil SAKIN HACIOGLU

vil



1. GIRIS

Diinyada 6nlenemeyen hizli niifus artis1 biiyiik bir besin a¢igini da beraberinde
getirmektedir.  Besinlerin verimli ve saglikli bir sekilde iiretilmesi oldukca
onemlidir. Ancak, kullanilan kimyasal maddeler kara ve deniz kaynakli olan bitkisel
ve hayvansal besinleri biiyiik 6l¢iide tehdit etmektedir. Insanoglunun iirettigi ve
bilingsizce kullanmaktan ¢ekinmedigi biitiin kimyasallar sadece besinlerimizi degil,
canli ve cansiz ¢evreyli de olumsuz yonde etkilemektedir. Kullanilan zararl
kimyasallar dogada birikmekte ve besin zinciri yoluyla canlilarin degisik dokularia
(yag, kas, karaciger ve dalak gibi) gecmektedir [1]. Zamanla bu maddeler c¢esitli

yollarla mutasyon ve kanser olusumuna sebep olabilmektedirler.

Kimyasal miicadele yontemlerinin kullanilmasi sonucu belirli bir siire sonra
dogadaki dengeler bozulmaya baslamistir. Bu durum insanlar1 bagka miicadele
yontemlerini arastirmaya zorlamistir. Gilinlimiizde biiylik bir basariyla kullanilan
“Biyolojik Kontrol Yontemi’’ hem cansiz ¢evreye hem de canlilara hi¢bir zarari
olmayan, cevre kirliligine yol agmayan ve dogal dengenin korunmasini saglayan
onemli bir yontemdir [2-14]. Biyolojik kontrolde zararlinin dogal diismanlar1 olan
parazitler, parazitoitler, viriisler, predatorler ve patojen bakteriler dogrudan
kullanilabilir ya da kisirlagtirma, beslenmeyi 6nleyici maddeler ve feromon tuzaklar1
ile toplama gibi yontemler uygulanabilir [12]. Ekosistemin korunmasindaki katkilar1
disiiniildiigiinde, dogal diismanlarin en uygunu, en az risk tasiyani ve en ¢ok spesifik
etki yapani parazitoitlerdir [12, 15]. Bu nedenle parazitoit tiirler ekolojik can
simitleri olarak tanimlanabilirler [16]. Parazitoitlerin ¢ogalmasi konak ile orantili
oldugundan, konak sayisindaki artis parazitoit sayisini artirmakta, konak sayisindaki
azalma ise parazitoit sayismi azaltmaktadwr [7, 17, 18]. Bu sekilde konak ve

parazitoit arasinda belli bir denge saglanmaktadir [19].



Glinlimiizde parazitoit terimi parazit terimiyle karistirilabilmektedir. Bu
canlilar1 tipik parazitlerden aywrmak ic¢in parazitoit terimi ilk olarak 1913'de O.
Reuter tarafindan kullanilmistir [20]. Parazitoitler ile parazitler arasindaki temel
farkliliklar ise 1959'da R. Doutt tarafindan asagidaki gibi tanimlanmistir :

a) Parazitoitlerde; gelisen birey konagi 6ldiirtir.

b) Parazitoitler sadece ergin dncesi evrede parazittirler.

c) Parazitoitler konaklarinda morfolojik bozukluga neden olmazlar

(heteroecious degildirler).

d) Konaklarindan biiyiik, kiigiik veya konaklariyla ayni biiyiikliikte olabilirler

e) Cogunlukla konaklar1 ile ayn1 taksonomik sinifa sahiptirler.

f) Besinlerini olusturan konaklarmi o6ldiirme 06zellikleri ile daha c¢ok
predatorlere benzerler. Ancak, bu yonleri ile, konaklarmi genellikle 6ldiirmeyen

parazitlerden oldukca farklidirlar [19-21].

Parazitoitler biyolojik ozelliklerine gore degisik sekillerde
siniflandirilmaktadir. Larvalarin beslenme davranigina gore parazitoitler, endo ve
ekto parazitoitler olarak iki sinifa ayrilabilmektedir [4, 21, 22]. Endoparazitoit
olanlar yumurtalarini konagin i¢ine birakir ve larvalar konagi igten yiyerek geligir ve
erginlesirler [7, 17, 24]. Ektoparazitoit olanlar ise, yumurtalarim1 konak yiizeyine
birakirlar ve larvalari, viicutlar1 disarida, agiz parcalar1 ise konak viicudu icinde
olacak sekilde beslenir ve gelisirler [6, 25]. Ovipozisyondan sonra konagin
gelisimine izin veren parazitoitler koinobiont; ovipozisyondan 6nce konagi 6ldiiren
veya felg edenler ise idiobiont olarak tanimlanmistir [23, 26]. Parazitoitler, yumurta
biraktiklar1 konak evresine gore yumurta, larva, pup ve ergin parazitoitleri olarak da

ayrilabilmektedirler [23].

Bir diger smiflandirma seklinde ise bir konaktan elde edilen ergin parazitoit
sayist dikkate alinmistir [20, 23]. Buna gore, ayn1 konaga disi parazitoit tarafindan
birden fazla yumurta birakildiginda, bunlardan sadece bir tanesi ergin evreye
ulasabiliyorsa soliter, ¢ok sayida larva ergin evreye ulasabiliyorsa gregar
parazitoitlerden s6z edilir [20, 23, 27, 28]. Yeterli miktarda konak bulunmadiginda,
aynit tlire ait disi parazitoitlerin aym1 konak {izerine yumurta birakmalar

superparazitizm olarak tanimlanir [4, 23, 27-31]. Eger bir disi parazitoit daha 6nce



farkli bir tiirden disi tarafindan parazitlenmis konaga yumurta brrakirsa iki farkl
durum olusabilir. Farkli iki tiire ait larva, konag1 besin kaynagi olarak kullanimda
birbiri ile rekabete girerse, multiparazitizm meydana gelir [28, 30, 32]. Ikinci tiire ait
larvanin konagi degil de, konakta bulunan diger tiire ait larvay1 besin kaynagi olarak
kullanmas1 durumu ise hiperparazitizm olarak adlandirilmistir [20, 23]. Ayrica
hiperparazitizm fakiiltatif ve zorunlu hiperparazitizm olarak da ayrilabilmektedir
[23].  Fakiiltatif hiperparazitoitler, parazitlenmemis konaklar1 direkt olarak
parazitleyebilirler ve sadece daha Onceden parazitlenmis bir konaga yumurta
birakildiginda  hiperparazitoit olarak gelisirler [23]. Aksine, zorunlu
hiperparazitoitler ~ancak parazitoitin parazitoiti olarak gelisebilirler [23].
Kleptoparazitizm ise ender olarak goriilen bir parazitizm tipidir [23]. Bir
kleptoparazitoit zorunlu olarak baska tlirden bir parazitoitin varligma ihtiyag
duymaktadir. Ancak, bu tipte parazitoite olan gereksinim hiperparazitizmde oldugu
gibi, beslenme amagh degildir. Bu zorunluluk, sadece kleptoparazitoit ovipozitérden
yoksun oldugundan ve yumurta birakmak i¢cin konagin daha 6nceden baska bir tiir

tarafindan ovipozisyon i¢in delinmesi gerektiginden ortaya ¢cikmaktadir [20, 23].

Yapilan caligmalarda, parazitoitlerin ergin 6ncesi gelisimlerini, Hymenoptera,
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Homoptera ve Heteroptera gibi degisik
bocek ordolarina ait tiirlerin, yumurta [26, 33, 34], larva [8, 26, 35], prepup [6, 26],
pup [26] ve ergin [36] evrelerine yumurta birakmak sureti ile onlar1 konak olarak
kullanarak tamamlayabildikleri gibi, farkli akar ve oriimceklerin degisik evrelerini de
konak olarak kullanabildikleri tespit edilmistir [37]. Bazi durumlarda ise,
parazitoitler yumurtalarini dogrudan konak iizerine degil de, onun besini {izerine
birakmaktadir. Bdylece parazitoit yumurtast beslenme yoluyla konak tarafindan

almmakta ve konak i¢inde gelisimini siirdiirmektedir [23].

Parazitoit tiirler, Hymenoptera, Diptera, Hemiptera ve Coleoptera
takimlarinda bulunmaktadir [23]. Ancak, parazitoit tiirlerin biiylik bir cogunlugu
Hymenoptera ve Diptera takimlarinin iiyeleridir [23]. Bugiine kadar Hymenoptera
takiminda yiiz binin {lizerinde, Diptera takiminda on bes binin iizerinde ve diger
takimlarda ise {i¢ binin iizerinde parazitoit karakterde tiir tanimlanmistir [20, 23].

Bununla birlikte, arastirmacilar daha yiiz binlerce tanimlanmamis parazitoit



karakterde bdcek olabilecegini ileri siirmektedirler [23]. Hymenopter parazitoit
tiirlerinin sayica ¢ok fazla olmasi ve cesitli bocek takimlarmna ait tarim zararlisi
tirlerin ¢esitli evrelerini yumurta birakmak icin kullanip genis bir zararh
yelpazesinde etkili olmalar1 nedeniyle son yillarda zararli kontroliinde bu tiirler

siklikla kullanilmaya baslanmistir [6-8, 17, 21, 25, 26, 30, 31, 33-37].

Metilasyon, DNA’nim Sitozin-Guanin diniikleotid bdlgesindeki (CpG) sitozinin
5. karbonuna metil grubunun baglanmasi ile gergeklesmektedir (Sekil 1.1) [38].
Metillenme, DNA’daki Sitozin-Guanin ¢iftleri halinde bulunan sitozinlerden ve
genellikle de her iki zincirde birden olmaktadir. CpG adaciklari, siklikla promotor
bolgeler olarak islev goriirler ve replikasyon baslangic bolgeleri olduklar1 da
diistiniilmektedir [39]. Metillenmenin gen ifadesinin regulasyonundaki rolii ile ilgili
en kuvvetli bulgular baz analoglar1 ile yapilan caligmalardan elde edilmektedir [38,

40, 41].

SAM-CHs SAM

CH;

Sitozin 5 -Metilsitozin

Sekil 1.1 DNA Metilasyonun Mekanizmas1
* O : Oksijen
* H : Hidrojen
* NH; : Amin grubu
* SAM : S-adenozil metiyonin
* DNMT : DNA metiltransferaz
* CHs : Metil
* SAM-CH3; . S-adenozil metiyonin- Metil



5-Aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dC) maddesi bir sitozin analogu olarak islev
goriir ve DNA metiltransferaz enziminin giiglii bir inhibitoriidiir [40]. Madde in vitro
ve in vivo caligmalarda demetilasyon ajani olarak sik¢a kullanilmaktadir [42]. 5-
Aza-dC, metiltransferaz enzimini iki sekilde inhibe etmektedir:
* DNA ile DNA metiltransferaz enzimi arasinda kovalent bir bag olusturarak
dogrudan enzimin aktivitesinin kaybolmasma neden olur ve hiicre DNA’sindaki
sitozin ile yer degistirerek DNA’ya baglanabilir,
* DNA metilasyonunu etkileyip, gen ekspresyonu/kromatin yapisin1 degistirerek

dolayli olarak etkiler [40].

Uzerinde ¢alistigimiz 5-Aza-dC maddesi ilk olarak Piskala ve Sorm tarafindan
1964 yilinda sentezlenmistir [43]. Kanser hiicreleriyle yapilan in vivo ¢aligsmalarda
maddenin genis bir antimetabolik aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir [41]. 5-Aza-
dC’nin tiirevi olan 5-azacytidine (5-AzaC) DNA, RNA ve protein sentezini
etkilerken, 5-Aza-dC’nin etkisi dogrudan DNA iizerinde olmaktadir [41]. 5-Aza-dC
kiiltiire alinmis hiicrelerde ve hayvan hiicrelerinde 5-AzaC’ne gore 10 kat daha fazla

sitotoksik etki gostermektedir [44, 45].

Memeli hiicre kiiltiirleri ile yapilan deneyler, DNA metilasyonu ile gen
ekspresyonun kontrolii arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermistir [46, 47].
5-Aza-dC ve 5-AzaC gibi kimyasal maddelerin kanser Onleyici 6zellikleri ve gen
ekspresyonu lizerindeki etkileri nedeniyle bu maddelerin mutajenik etkileri ile ilgili
calismalar yapilmistir [48]. Aktif K-ras mutasyonu iceren birincil fare akciger timor
modeline gore 5-Aza-dC’nin, tiimor olugsma sikliginda % 23, tiimor ¢esitliliginde %
42 oraninda azalma saglayarak timor olusumunu Onleyici yonde etki yaptigi
kanitlanmistir [42]. 5-Aza-dC 16semi ve bazi kati tlimorlerin kemoterapi ile ilgili
klinik denemelerinde de kullanilmaktadir [49, 50]. Giliniimiizde kemoterapi ile ilgili
bazi uygulamalarda 5-Aza-dC’nin sitotoksik dozlar1 kullanilmaktadwr.  Ayrica
maddenin timor olusumunun erken sathalarinda ve akciger kanserinin kimyasal ve
cerrahi tedavilerinden sonra neoplazinin azalmasinda yarar sagladigi da tespit
edilmistir [42]. Bununla beraber s6z konusu maddelerin in vivoda kanseri tesvik

ettikleri de belirlenmistir [42, 51]. Ornegin, insanda diisiik konsantrasyonlarda 5-



Aza-dC’nin in vitroda sessiz genleri yeniden aktive ettigi gosterilmistir [52-54].
Ayrica insan meme kanseri hiicrelerinde 5-Aza-dC’nin hem Ostrojen reseptor geninin
demetilasyonu hem de bazi hiicre hatlarinda apoptozise neden olan kararli DNA

metiltransferaz-DNA adducts olusumuna yol agarak etkili oldugu gosterilmistir [40].

Yapilan calismalarda 5-Aza-dC gibi maddelerin zararli etkilerini sadece
metilasyon ozelligini etkileyerek meydana getirmedigi ifade edilmistir [48, 55].
Hamile ratlar 5-Aza-dC’ye maruz kaldiklarinda plasentanin sinif 1 ve smf II
genlerinde demetilasyona neden olmus ancak plasentanin smif I ve smf II
antijenlerinin ekspresyonunu etkilememistir [55]. Sonu¢ olarak maddenin
uygulanmast ile farelerde gorilen diisiiklerin demetilasyon ile korelasyon
gostermedigi ve meydana gelen bu etkinin maddenin hiicresel etkisine
baglanabilecegi ifade edilmistir [55]. Drosophila melanogaster Meigen (Diptera:
Drosophiladae) ile yapilan ¢alismada ise bu bocegin neredeyse hi¢ 5-metil sitozin
tasimadigrt ve bu nedenle bu tip organizmalarda 5-Aza-dC gibi maddelerin
metilasyonu etkileyerek mutasyona yol agabileceginin gosterilemeyecegi ifade
edilmistir [48]. Calismada larvalar 5-Aza-dC igeren besin ile beslenmis ve hayatta
kalan ergin erkek bireyler babaya ait esey kromozomlarindaki degisiklikler ic¢in
incelenmistir. Sonug¢ta maddenin X-Y kromozomu arasinda parga degisimine neden
oldugu, submetasentrik Y kromozomunun kollarindan birinde kismi kayba yol actig1

ve babaya ait esey kromozomlarinda tam bir kayba neden oldugu belirlenmistir [48].

Bitkilerde yapilan c¢alismalarda da 5-Aza-dC ve 5-AzaC gibi maddelerin
morfolojik anormalliklere neden oldugu gdzlenmistir. Ornegin, Petunia’nmin yaprak
disklerine bu iki madde SI ortaminda uygulandiginda tomurcuklarin filizlenmesinin
engellendigi, yaprak disklerinin yas agwrhigmmmn % 60-80 azaldigi ve filizlerde
internodyum uzunlugunun kisaldig1 belirlenmistir [56]. Ayrica, 5-AzaC’nin misir ve
tiitiinde fenotipik degisikliklere yol agtigi [57], Brassica oleracea vars. botrytis,
italica ve alboglabra’da tohumun ¢imlenmesinden once filizlenmeyi etkiledigi ve
morfolojik anormalliklere neden oldugu [58] belirlenmistir. Birer demetilasyon ajani
olan 5-Aza-dC ve 5-AzaC gibi maddelerin fare, insan, tavuk, sinek ve bitkilerde
benzer sekilde genetik yapiy1 olumsuz olarak etkiledigi gosterilmistir [40, 48, 55, 56,
59, 60]. Bugiine kadar 5-Aza-dC’nin genellikle omurgalilar lizerindeki etkileri



belirlenmis ancak omurgasizlardan 6zellikle bocekler lizerindeki etkileri ile ilgili
calismalar yok denecek kadar azdir [48, 61]. Ayrica, 5-Aza-dC’nin parazitoit tiirler

iizerindeki etkileri ile ilgili bilinenler olduk¢a smirhidir [61].

Bitkiler ve hayvanlarda oldugu gibi boceklerde de temel metabolitler hayatsal
faaliyetlerin gergeklestirilmesinde onemli olmaktadir. Lipitler; yapisal gorevleri,
enerji kaynagi olarak kullanilmalar1 ve hormon olarak is gérmeleri nedeniyle bocek
biyokimyasinda onemli bir role sahiptirler [62]. Triagilgliseroller seklinde yag doku
hiicreleri i¢inde depolanan yag asitleri, bircok bocekte gd¢ periyotlar1 boyunca besin
bulamadiklar1 ve uzun siire uctuklar1 zamanlarda temel enerji kaynagi olarak is
gortirler [63, 64]. Bununla beraber fosfolipitler gibi polar lipitler zarlarda yapisal
eleman olarak rol oynarlar [65] Bocek gelisiminin farkli sathalar1 ile eseyler
arasindaki lipit ve yag asidi icerikleri ile ilgili farkliliklarmn belirlenmesi bunlarin ¢gok
farkli metabolik fonksiyonlar1 ve homeostasisin devamliligindaki cesitli rolleri
nedeniyle Onemli bilgilere ulasilmasmi saglamaktadir.  Lipit profilindeki bu
degisiklikler bocegin fizyolojik ihtiyaglar1 ile yakindan iligkili olup, bu ihtiyaclar
tiire, eseye, yasa ve gelisim sathasina bagli olarak biiyiik oranda farklilik gosterir ve

cevresel faktorlerden etkilenir [66-69].

Konak-parazitoit iliskisi icinde konak ve parazitoit tiirler arasindaki besinsel
iliskiler konagin bolluk derecesini belirleyen énemli bir faktordiir [70, 71]. Ornegin,
parazitoitlerin yag asidi igeriklerini diizenleme dereceleri konak uygunlugunu
belirleyen faktorlerden biridir [72]. Apanteles galleriae (Wilkinson) (Hymenoptera:
Braconidae); Galleria mellonella L., Achoria grisella Fabr., A. innotata Walker ve
Vitula edmandsae (Packard) gibi lepidopter tiirlerde koinobiont, soliter ve larval
endoparazitoit bir tiirdiir [73-75]. A. galleriae ile ilgili yaptigimiz literatiir
taramasinda taksonomik ozelliklerinin [74], bir dereceye kadar gelisim biyolojisinin
[73], konak tiirlerin parazitoitin bazi biyolojik Ozelliklerine etkilerinin [76, 77],
parazitoitin verim ve esey oranina parazitoit-disi esdegeri konak sayisindaki artisin
etkilerinin [77, 78], farkli sicaklik ve besin ¢esitlerinin ergin hayat uzunluguna
etkilerinin [79-81], konak besin kalitesinin degistirilmesinin ergin 6ncesi gelisim
siiresi, verim, esey orani, ergin hayat uzunlugu ve boyuna etkilerinin [80], mevsimsel

yasam ile yas ve yogunluga bagli iireme biyolojisinin modellenmesinin [82]



arastirildigr goriilmiistiir. G. mellonella [83] ve A. grisella [84]’da yetistirilen A.
galleriae’ nin toplam lipit ve yag asidi miktarlar1 ile yag asidi bilesimlerinin
evre/eseye gore nasil degistigini ve parazitlemenin konagin lipit miktar: ve yag asidi
profili ve icerigine olan etkileri ile parazitoit ve konagm yag asidi igeriklerinin
benzerlik derecelerini ve farkli dozlarda konaga verilen cypermethrinin parazitoitin
biyolojisine etkilerini [85] gOsteren calismalar yapildigi tespit edilmistir. Ayrica,
konak larvasina verilen 5-Aza-dC’nin A. galleriae’nin biyolojik 6zelliklerini nasil
etkiledigi de arastirilmustir [61]. Calismada, madde uygulamasmin kontrol ile
karsilastirildiginda hem konak hem de parazitoit tiiriin ergin dncesi gelisim siliresini
uzatarak daha ge¢ erginlesmelerine neden oldugu ve konak tiirde bazi morfolojik
bozukluklara yol ac¢tig1 belirlenmistir. Ayrica 5-Aza-dC uygulamasina bagl olarak
erginlesen parazitoitlerin ergin hayat uzunlugu ve boyunun kisaldigi, disi parazitoit
sayis1 azalirken erkek parazitoit sayisinin arttigi ve disi veriminin 6nemli oranda
azaldig1 tespit edilmistir [61]. Ancak yapmis oldugumuz literatiir taramasinda,
konaga uygulanacak 5-Aza-dC'nin parazitoitin toplam lipit ve yag asitlerine etkisi
hakkinda herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle farkli dozlarda besin
icinde konaga verilen 5-Aza-dC’nin 4. galleriae’nm lipit ve yag asidi yiizdelerine

etkilerini aragtirmay1 amacladik.



2. MATERYAL METOD

5-Aza-dC uygulanmayan gruplar i¢in 1.45x2.00x3.55 metre ve 5-Aza-dC
uygulanan gruplar icin 1.45x2.60x3.55 metre boyutlarinda birbirinden farkli iki oda
laboratuar olarak kullanildi. Biitiin deneyler siiresince laboratuarlarda, 25 + 2 °C
sicaklik, % 60 £ 5 nispi nem ve 12:12 saat (Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot sartlar
devam ettirildi. Odada sicaklik 9000 BTU klima ve termostatli radyator kullanilarak,
nispi nem ise radyatoriin her iki yanma asilan i¢i su dolu plastik kaplarla ve
gerektiginde laboratuarin zeminine su serpilerek saglandi. Laboratuara ait sicaklik
ve nem degerleri maksimum-minimum termometre ve termohigrografla devaml

olarak takip edildi. Aydmlik ve karanlik siiresi fotoperiyot cihazlar ile ayarlandi.

2.1 Konak Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Deneylerde konak olarak Kiiciik Balmumu Giivesi, 4. grisella’nin erken evre
larvalar1 kullamildi. A. grisella’nin laboratuar siiksesif kiiltiirlerinin kaynagini,
biyoloji laboratuarindan aliman ve i¢inde 4. grisella’ya ait larva, pup ve erginlerin
bulundugu c¢ekirdek kiiltiir olusturdu. Bu larva, pup ve erginler bir arada, balsiz kuru
siyahlagmis petek ve yar1 sentetik besin igeren ¢esitli hacimlerdeki cam kavanozlara
konularak konak stok kiiltiirii olusturuldu. Konak stok kiiltiirii Bronskill [86]
besinindeki kepek orami degistirilerek modifiye edilen [87] besin ortaminda devam
ettirildi. Bronskill'in [86] Onerdigi besin igerigi ve Sak ve ark. [87] tarafindan
yapilan degisiklik Tablo 2.1'de verilmektedir.

Konak siiksesif kiiltiirlerini olusturmak icin on beser giin araliklarla stok
kiiltiirden alinan beser adet en ¢ok iki giin yash disi ve erkek A. grisella erginleri,
yukarida belirtildigi gibi, igerisinde besin bulunan bir litrelik cam kavanozlar igine

birakildi. Kavanozlarin agzi1 hava sirkiilasyonunu saglayacak sekilde bez ve iistiine



yaklasik 50 kadar ince delikler acilmis orijinal metal kapaklar1 (larvalarmn bezi delip
kacmalarin1 6nlemek i¢in) ile kapatildi. Stok ve siiksesif kiiltiir kaplarina populasyon
yogunluguna bagli olarak azalan konak besinini karsilamak i¢cin zaman zaman yeterli
miktarda yar1 sentetik besin ve balsiz kuru siyahlagsmig petek ilave edildi. Siiksesif
konak kiiltiirlerini kurma islemine, hem kiiltiiriin devammi saglamak hem de
deneylerde kullanilacak erken evre larvalarini verecek erginleri elde etmek igin

deneyler boyunca devam edildi.

Tablo 2.1 Bronskill tarafindan 6nerilen besin icerigi ve icerikte yapilan degisiklik.

Bronskill Besini Kullanilan Besin
Ufalanmis petek 200 g 200 g
Kepek 500 ¢ 860 g
Stizme Bal 150 ml 150 ml
Gliserin 300 ml 300 ml
Saf su 150 ml 150 ml

2.2 Parazitoit Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Deneylerde parazitoit olarak koinobiont, soliter ve larva endoparazitoiti A.
galleriae kullanild1. A. galleriae stok kiiltiirlerinin kaynagini biyoloji laboratuarindan

alman parazitlenmis konaklardan ¢ikan ergin bireyler olusturdu.

Parazitoitin stiksesif kiiltiirtinii olusturmak icin 1-3 giin yash disi ve erkek 4.
grisella erginleri kullanildi. Oncelikle, igerisinde balsiz kuru siyahlasmis petek ve
yar1 sentetik besin bulunan bir litrelik cam kavanozlara bes disi ve bes erkek konak
ergini birakildi. Konagm yumurtadan larvaya kadar olan gelisim siireci dikkate
alinarak ve parazitoitlere yeterince erken evre konak larvasi saglamak i¢in 4. grisella
erginlerinin bulundugu kavanozlara yedi giin sonra beser adet en ¢ok 1-2 giin yash
ergin parazitoit disi ve erkegi birakildi. Kavanozlarin agzi hava sirkiilasyonunu

onlemeyecek sekilde bez ve lstiine delikler agilmis metal kapaklar ile kapatildi.
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Belirtilen kiiltiir kurma islemleri 15-20 giin arayla tekrarlanarak parazitoitin siiksesif
stok kiiltiirleri olusturuldu ve deneyler boyunca devam ettirildi. S0z konusu
kiiltiirlerden elde edilen erginlerin bir kismi parazitoit kiiltiiriiniin devaminda, bir

kismi1 da deneylerde kullanildi.

2.3 5-Aza-2'-deoxycytidine

Calismamizda kullandigimiz 5-Aza-dC (EEC no. 219-089-4, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) bir sitozin analogu olup beyaz toz halinde kimyasal bir maddedir.
Molekiiler formiilu CgHi,N4O4 tir. 5-Aza-dC, saf su igerisinde c¢oziilerek
mililitresinde 0.1, 0.5, 0.75 ve 1 miligram kat1 madde iceren dort farkli dozda ¢ozelti

hazirland1 ve yar1 sentetik besin i¢ine saf su orani kadar ilave edildi.

S NN
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Sekil 2.1 5-Aza-dC'nin kimyasal yapis1

2.4 5-Aza-2'-deoxycytidine'in Uygulanmasi

A. galleriaenm ergin disi ve erkeklerinde toplam lipit ve yag asidi
miktarlarina farkli dozlarda 5-Aza-dC'nin etkisini belirlemek icin, Onceden
hazirlanan konak stok kiiltiirlerinden 1-3 giin yash A. grisella ergin disi ve erkekleri
elde edildi. Bunun i¢in, icerisinde sadece konak larva ve puplar1 bulunan kiiltiirler
her giin takip edildi. Kiiltiirden ilk ¢ikan 1-3 giin yasli konak erginleri deneylerin
kurulmasinda kullanildi. Daha 6nce belirtildigi gibi dort farkli dozda (0.1, 0.5, 0.75
ve 1 mg/ml) hazirlanan 5-Aza-dC, 30 gram susuz yar1 sentetik besine saf su orani

kadar ilave edildi. Her bir deney grubu i¢in 30 gram maddeli besine ilave olarak
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dogabilecek besin ihtiyacini karsilamak amaciyla 30 gram maddeli yedek besin
hazirland1. Konak stok kiiltiirlerinden elde edilen 3 disi ve 3 erkek 4. grisella ergini
maddeli besin igeren bir litrelik cam kavanozlara birakildi. Kavanozlarin agzi hava
sirkiilasyonunu Onlemeyecek sekilde bez ve delikli kapaklarla kapatildi. Ciftlesip
yumurta birakmalari amaciyla kavanozlara konulan konaklar, birakilmalarinin
besinci giiniinde kavanozlardan alindi. Bu kavanozlara larvalarin a¢ kalmamasi i¢in
gerektiginde maddeli yedek besin ilave edildi. Kontrol gruplarinin olusturulmasinda
deney gruplar1 i¢in verilen yontem izlendi, ancak 5-Aza-dC yerine saf su eklenmis
yar1 sentetik besin kullanildi. Kontrol ve deney gruplari ilk ergin ¢ikigina kadar her

giin takip edildi.

Bu kiiltiirlerden elde edilen bir giin yasl bir disi ve bir erkek 4. grisella ergini
330 mililitrelik cam kavanozlara alindi. Erginlerin yumurta birakabilmeleri icin
kavanozlara 1 gr balsiz kuru siyahlasmis petek atildi. Zaman zaman konak
larvalarina besin saglamak i¢in kavanozlara saf sulu yar1 sentetik besin ilave edildi.
Ciftlesip yumurta birakmalar1 amaciyla kavanozlara konulan konaklar,
birakilmalarinin yedinci giiniinde kavanozlardan alindi.  Konagin yumurtadan
larvaya kadar olan gelisim siireci dikkate alinarak ve de parazitoitlere yeterince erken
evre konak larvasi saglamak icin 4. grisella larvalarmin bulundugu kavanozlara yedi
giin sonra birer adet en ¢ok 1-2 giin yash ergin parazitoit disi ve erkegi birakildi. A.
galleriae erginleri, % 30 bal ¢ozeltisine batirilarak hazirlanmig pamuk topguklar ile
her giin beslendi. Konak erken evre larvalarin1 parazitlemeleri i¢in kavanozlara
birakilan ergin parazitoitler konak erginlerinin kavanozlara birakilmasmnin 14.
giiniinde kavanozlardan alindi. Kavanozlarin iizeri hava sirkiillasyonunu saglayacak
sekilde bezle ortiildi. Bu sekilde hazirlanan kavanozlar lipit ve yag asidi

calismalarinda kullanilmak iizere ergin parazitoit ¢ikigina kadar bekletildi.
Biitiin deneyler degisik zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi. Tekrar gruplarinda

kullanilan konak ve parazitoit bireylerin farkli zaman ve farkli siiksesif kiiltiirlerden

almmasma 6zen gosterildi.
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2.5 Orneklerin Toplanmasi

Lipit ve yag asidi calismalarinda kullanilmak {izere hazirlanan deney
kavanozlarindan elde edilen 0-1 giinliik ergin parazitoitler, 1x10™ gram hassasiyette
tartilarak kimyasal analizler i¢in toplandi. Tartilan bireyler beslenmeden, 3 ml 2:1
oraninda kloroform: metanol (v/v) (Merck) karisimma alindi ve toplam lipit ve yag
asidi analizleri yapilana kadar -20 °C'de muhafaza edildi. Bir deney serisinin her bir

tekrarinda 20 birey olacak sekilde deneyler degisik zamanlarda {i¢ kez tekrar edildi.

2.6 Lipit Oziitlemesi, Toplam Lipit ve Yag Asidi Miktar

Orneklerden lipit oziitlenmesi ile toplam lipit miktar tayini Folch ve
arkadaslarma [90] gore yapildi. 2:1 kloroform: metanol (v/v) karisiminda -20 °C’de
bekletilen lipit drnekleri buzlu ortamda, Art-Miccra D-8 marka homojenizatorde 26
000 devir/dakikada bes dakika siire ile homojenize edildi. Elde edilen sulu ham 6ziit
Whatman No: 41 filitre kagidindan siiziildii. Siiziintii icindeki ¢oziiciiler doner
buharlastiric1 (Rotary Evaporatér) ile hafif vakumda uguruldu. Ornekler ¢dziiciiniin
tam olarak ugmasi i¢in 40 °C’lik etiivde bir gece bekletildi. Geri kalan kisim
desikatorde sabit tartima gelene kadar bekletildi. Sabit tartima ulasan 6rnek toplam
lipit miktar1 olarak kaydedildi. Boylece bir deney serisinin bir tekrarmdaki tiim
bireylerin toplam lipit miktar1 belirlendi. Bu deger birey sayisma bdliinerek birey
basina diisen ortalama lipit miktar1 belirlendi. Her 6rnek grubunda ti¢ tekrar i¢in mg
olarak elde edilen ortalama lipit miktarlar1 toplanip iige boliinerek ortalama yas
agirhiga gore, ortalama lipit miktarlar1 tespit edildi. Ortalama lipit miktarlarindan
yararlanilarak toplam lipit miktar1 yas agwligin yiizdesi olarak hesaplandi ve

istatistikleri yapild1.
Gravimetrik olarak toplam lipit miktar1 belirlenen ornekler desikatorden

cikarildiktan sonra 3 ml 2:1 oraninda kloroform: metanol (v/v) (Merck) karisimina

alind1 ve toplam yag asidi analizleri yapilana kadar -20 °C'de muhafaza edildi.
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-20 °C'de 10 mI’lik siselerde muhafaza edilen drnekler yag asidi analizleri igin
15 ml’lik siselere aktarildi (10 ml’lik siseler iglerinde yag 6rnegi kalma ihtimaline
karst1 1 ml kloroform ile yikandi). 15 ml’lik siselerdeki 6rneklerin kloroform ve
metanolii azot gazi yardim ile uzaklastirildi. Sisede sadece yag 6rneginin kalmasina
ozen gosterildi. Orneklerdeki yagi dagitmak ve reaksiyon icin gerekli fazla metanolii
saglamak amaciyla yag Orneginin iizerine 1 ml metanol eklendi. Bu sekilde
hazirlanan 6rnek karistiricida 15 saniye karistirildi. Karistirilan 6rnegin {izerine 3 ml
3 N hidroklorik asit eklendi ve 30 saniye daha karistirildi. Daha sonra 6rnekler yag
asitlerinin esterlesmesi i¢in 95 °C sicaklik ayarli su banyosunda bir saat bekletildi.
Bir saatin sonunda karigima 5 ml % 88’lik sodyum kloriir ilave edildi, karistiricida
20 saniye karistirildi ve karisimdan sabun ve benzeri maddelerin uzaklastirilmasi
saglandi. Bundan sonra karisima gravimetrik analiz yapabilmek i¢in 0,2 ml internal
standart ve 0,8 ml n-heptan eklendi. Burada olusan iist faz Gaz Kromatografi cihazi
ile analiz edildi. Biitiin bu islemler i¢cin BUTAL KMO043 metodu kullanild1 ve bu
metot icin TS EN ISO 5508 ve TS 4504 standartlar1 referans olarak alindi.

Bir deney serisinin bir tekrarmdaki tiim bireylerin toplam yag asidi miktari
GC’den elde edilen veriler kullanilarak hesaplandi. GC sonuclarindan elde ettigimiz
yag asidi yiizdesi (%Y A(m/m)), bir tekrardaki 20 bireyin toplam lipit miktar1 ile
carpilip ¢ikan sonu¢ 100’e boliinerek yag asidi degeri mg cinsinden hesaplandi. 20
bireye ait elde edilen bu deger (mg cinsinden YA) 100 ile carpilip ¢ikan sonug
toplam viicut agirhigina boliinerek yiizde yag asidi hesaplandi. Daha sonra her 6rnek
grubundan ti¢ tekrar i¢in elde edilen yiizde yag asidi sonuclar1 istatistiksel olarak

degerlendirildi.

2.7 istatistiksel Analiz

Bir deney serisinde elde edilen veriler kontrol grubu ve kendi aralarinda
karsilagtirilmak sureti ile degerlendirildi. A. galleriae'da toplam lipit ve yag asidi
miktarlar1 iizerine 5-Aza-dC dozu ve eseyin etkilerini belirlemek igin iki Yonlii
Varyans Analizi (ANOVA), her bir esey i¢in toplam lipit ve yag asidi miktarlar1

iizerine degisik madde dozlarinin etkileri ise Tek Yonlii Varyans Analizi Testi
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(ANOVA) ile degerlendirildi. Ortalamalar arasi1 farkin 6nem kontroliinde Tukey
HSD Testi kullanild1[89]. Yiizde olarak belirlenen verilerin varyans analizinden

once arksiniis karekokleri alindi1 [90]. Degerlendirmede 0.05 giiven sinir1 esas alindi.
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3. BULGULAR

5-Aza-dC dozu ve esey etkilesiminin 4. galleriae yiizde lipit degerleri lizerine
etkileri ANOVA tablosunda verilmektedir (Tablo 3.1). iki faktorlii varyans analizi
sonuglar1; ylizde lipit degerlerinin 5-Aza-dC dozu ve eseye bagli olarak Oonemli
oranda degismedigini (P>0.05) gdstermektedir. Ayrica parazitoitin lipit oraninda 5-
Aza-dC dozuna bagh farkliligin eseyden bagimsiz olarak olustugu (P>0.05)

belirlendi.

Tablo 3.1 5-Aza-dC dozu ve esey etkilesiminin 4. galleriae ylizde lipit iizerine
etkilerini gdsteren ANOVA sonuglar1 (*=0.235).

Kaynak Sd KO F P
5-Aza-dC 4 11.346 0.958 0.452
Esey 1 14.868 1.256 0.276
5-Aza-dC *Esey 4 3.119 0.263 0.898
Hata 20 11.840

5-Aza-dC dozu ve eseye bagli olarak 4. galleriae yilizde yag asidi
degerlerinde goriilen degisiklikler ANOVA tablosunda verilmektedir (Tablo 3.2). ki
faktorlii varyans analizi sonuglari; yiizde yag asidi degerlerinin 5-Aza-dC dozuna
bagli olarak 6nemli oranda degismedigini (P>0.05) ancak eseye bagli olarak onemli
oranda degistigini (P<0.05) gostermektedir. Ayrica parazitoitin yag asidi oraninda

goriilen farkliliklar 5-Aza-dC dozu-eseye bagh degildi (P>0.05).



Tablo 3.2 5-Aza-dC dozu ve esey etkilesiminin A. galleriae yiizde yag asidi iizerine
etkilerini gdsteren ANOVA sonuglar1 (*=0.558).

Kaynak Sd KO F P
5-Aza-dC 4 0.451 2.618 0.066
Esey 1 1.456 8.456 0.009
5-Aza-dC *Esey 4 0.272 1.578 0.219
Hata 20 0.172

A. galleriae'nin disi ve erkek bireylerine gore toplam lipit ve yag asidi
degerlerindeki degisiklikler Tablo 3.3 ve 3.4°de verilmektedir. A. galleriae nin
disilerinde 5-Aza-dC'nin farkli dozlarinin yiizde lipit (F = 1.608; df = 4, 10; P>0.05)
ve yiizde yag asidi degerleri (F = 2.576; df = 4, 10; P>0.05) {izerindeki etkisinin
anlamli olmadig1 goriildii (Tablo 3.3).  5-Aza-dC uygulamasi kontrol ile
karsilastirildiginda deney gruplarinin toplam lipit miktarinda azalmaya neden oldu.
Kontrolde 16.38 olan lipit miktarinin deney gruplarindan 0.5 mg/ml dozunda 10.83
ile en diisiik, 0.1mg/ml dozunda ise 14.73 ile en yiiksek degere sahip oldugu goriildii.
Ancak, farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli degildi (Tablo 3.4). Yiizde lipit
degerinin aksine ylizde yag asidi degerlerinin kontrole gore az oranda artig gosterdigi

belirlendi. Ancak, kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliliklar anlamli degildi.

Disilerde yiizde lipit ve yag asidi degerleri ile ilgili veriler grafige
doniistiiriildiiginde Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 elde edilir. Kontrol ve deney gruplarmi
karsilastirdigimizda yiizde lipit degerlerinin azaldigi ve swralanmanin ¢oktan aza
dogru 0.1, 0.75, 1 ve 0.5 mg/ml seklinde oldugu goriildii ( Sekil 3.1). Madde
uygulamasi disilerin yiizde yag asidini artirdi. Bununla beraber artig orani yiizde lipit

degerindeki azalma orani kadar belirgin degildi (Sekil 3.1 ve 3.2).



Tablo 3.3 4. galleriae disilerinde 5-Aza-dC’nin lipit ve yag asidi yiizdelerine etkisi.

5-Aza-dC (mg/ml) Toplam Lipit (%) Toplam Yag Asidi (%)
Kontrol 16.38 + 1.17a 2.11 £0.08a
0.1 14.73 £ 2.82a 2.67+0.16a
0.5 10.83 £ 1.57a 3.04+0.18a
0.75 14.37 £ 0.23a 2.42+0.42a
1 13.51 £ 1.03a 3.04+0.27a

Her veri li¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda aymi harfi tasiyan ortalamalar

arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05, Tukey HSD testi).
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Sekil 3.1 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinda A. galleriae disilerinin lipit ve yag asidi
ylizdeleri.
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Sekil 3.2 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinda A. galleriae disilerinin lipit ve yag asidi

yiizdelerinin karsilastirilmasi. K;Kontrol.

A. galleriae’nin erkeklerine farkli dozlarda 5-Aza-dC uygulamasmin yiizde
lipit (F =0.127; df =4, 10; P>0.05) ve yiizde yag asidi degerlerini (F = 1.517; df =4,
10; P>0.05) anlamli olarak etkilemedigi goriildii (Tablo 3.4). 5-Aza-dC uygulamasi
kontrol ile karsilastirildiginda deney gruplarmin toplam lipit miktarinda azalmaya
neden oldu. Ancak, farkliliklar istatistiksel olarak onemli degildi. Deney gruplarmin
lipit miktarlarinda azalma olsa da kontrole gore azalma orani disilerdeki kadar
belirgin degildi (Tablo 3.4). Yiizde lipit degerlerinin aksine sadece 0.1 mg/ml ve 0.5
mg/ml dozlarindaki yiizde yag asidi degerlerinin kontrole gdre az oranda artis
gosterdigi belirlendi. Ancak, kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliliklar anlamli

degildi.
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Tablo 3.4 A. galleriae erkeklerinde 5-Aza-dC’nin lipit ve yag asidi ylizdelerine

etkisi.
5-Aza-dC (mg/ml) Toplam Lipit (%) Toplam Yag Asidi (%)
Kontrol 16.17+1.05a 2.97+0.38a
0.1 14.94+2.47a 3.52+0.14a
0.5 14.21+2.31a 3.23+0.17a
0.75 16.10+3.25a 2.84+0.12a
1 15.44+1.86a 2.92 £0.23a

Her veri ili¢ tekrarin ortalamasidir. Ayni siitunda aymi harfi tasiyan ortalamalar

arasindaki fark 6nemsizdir (P>0.05, Tukey HSD testi).

Erkeklerde yiizde lipit ve yag asidi degerleri ile ilgili veriler grafige
doniistiiriildiiginde Sekil 3.3 ve Sekil 3.4 elde edilir. Kontrol ve deney gruplarmi
karsilastirdigimizda yiizde lipit degerleri azald1 ve gruplardaki swralamanin ¢oktan
aza dogru 0.75, 1, 0.1 ve 0.5 mg/ml seklinde oldugu goriildii ( Sekil 3.3). Sekil 3.3
ve 3.4 incelendiginde yiizde yag asidindeki artma ve azalmalarin lipit miktarindaki

azalmalar kadar belirgin olmadig1 goriilmektedir.
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Sekil 3.3 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinda 4. galleriae erkeklerinin lipit ve yag asidi
yiizdeleri. K; Kontrol.
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Sekil 3.4 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinda 4. galleriae erkeklerinin lipit ve yag asidi

yiizdelerinin karsilastirilmasi. K; Kontrol.
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Disi ve erkegin lipit ve yag asidi degerleri karsilastirmali olarak Sekil 3.5 ve
3.6’da verilmektedir. Kontrol ve 0.1 mg/ml madde uygulanan deney grubunda disi
ve erkegin yiizde lipit degerleri neredeyse ayni degere sahipken diger deney
gruplarinda erkegin lipit oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 3.5).
Disinin yag asidi degeri 1 mg/ml madde uygulanan deney grubu hari¢ hem kontrolde

hem de diger dozlarda erkege gore daha azdi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinda A. galleriae disi ve erkeklerinin lipit
yiizdeleri. K; Kontrol.
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Sekil 3.6 5-Aza-dC’nin farkh dozlarinda 4. galleriae disi ve erkeklerinin yag asidi
yiizdeleri. K; Kontrol.

Sekil 3.7°de farkli 5-Aza-dC dozlarinin disi ve erkeklerin yilizde lipit ve yag
asidi oranlarmma etkisi toplu olarak verilmektedir. Erkekte deney gruplarmin lipit
miktarlar1 kontrole gore azalma gosterse de bu azalma orani disilerdeki kadar
belirgin degildi. Genel olarak madde uygulamasimin hem disi hem de erkeklerde yag

asidi degerlerini arttirdig1 gorildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 A. galleriae'da 5-Aza-dC’nin farkli dozlarinin eseye gore ylizde lipit ve yag asidi miktarlar1 iizerindeki etkilerinin

karsilastirilmasi. K; Kontrol.
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4. TARTISMA VE SONUC

Canlilar farkli genetik yapilara sahip olsalar da benzer kosullarda benzer
tepkiler meydana getirebilirler. Ornegin ayn1 besin maddesinin ya da ayn1 kimyasal
maddenin metabolik yollar1 veya parcalanma sekilleri kimyasal olarak canli tiirline
gore farklilik gostermez. Ciinkii her maddenin belirli bir sentez ve parcalanma siireci
vardir. Bu nedenle canlilar farkli genetik ve morfolojik 6zelliklere sahip olsalar da
kimyasal maddeler canlilar {izerinde benzer etkilere sahip olabilmektedir. Yapilan
arastrmalarda 5-Aza-dC’nin hem hayvanlar hem de bitkiler iizerinde olumsuz
etkilerinin oldugu goriilmiistiir [56-58, 61]. Besin i¢inde verilen 5-Aza-dC’nin
konak tiir, 4. grisella bireylerinde boy uzunlugunun azalmasi ve kivrik kanatl
bireylerin olusmasina sebep oldugu belirlenmistir [61]. Ayrica maddenin parazitoit
tiir, 4. galleriae’nin ergin Oncesi gelisim siiresini artirdigl, ergin bireylerin boy
uzunlugu, verim ve esey oranimi ise azalttig1 da tespit edilmistir [61]. Buna benzer
sonuglar cesitli bitki tiirleriyle yapilan calismalarda da goézlenmistir [56, 57].
Bitkilerde yapilan g¢alismalarda ayni maddenin uygulanmasmdan sonra, Brassica
oleracea vars. botrytis, italica ve alboglabra’da tohumun c¢imlenmesinden Once
filizlenmeyi etkiledigi ve morfolojik anormalliklerde artis oldugu kaydedilmistir

[58].

Gen havuzundaki biitiin organizmalar farkli genetik sifrelere sahiptir. Diger
canlilarda oldugu gibi boceklerde de genler bireye 6zgiidiir. Ancak, yasam siireci
icerisinde maruz kalman ilaclar, kimyasallar, pestisitler vs. genetik yapinin
bozulmasina ve ¢esitli kanserlere neden olmaktadir. Calismamizda kullandigimiz 5-
Aza-dC maddesi de canlilarda kanserojen etkilere neden olmustur [42]. 5-AzaC ve
5-Aza-dC maddeleri DNA metiltransferaz aktivitesindeki hiz, zaman ve doza bagh
olan distlislerde, hayvan sistemlerinde hipometile olmus DNA sentezine izin
vermektedir. Bu maddelerin sitozinin ger¢ek analoglari oldugu ve metilasyonu

inhibe eden birer demetilasyon ajani olduklar1 goriilmiistiir [91].
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5-Aza-dC uygulamasinin A. galleriae’nin ergin bireylerinde toplam lipit
miktarmi kontrole gore azalttigini belirledik. Ancak bu oran disi ve erkek bireylerde
istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0,05). Diger kimyasal maddelerle yapilan
calismalar da kimyasallarin  metabolizma {izerindeki olumsuz etkilerini
desteklemektedir. Bir insektisit olan cypermethrinin konaga uygulanmasi sonucu
parozitoit tiir, Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:lchneumonidae) erkek ve
disilerinde istatistiksel olarak anlamli olmasa da toplam lipit miktarlarinda azalmaya
neden olmustur [87]. Degisik insektisitlere maruz kalan isopodlarin enerji
depolarinda (glikojen ve lipit) ise 6nemli oranda azalma tespit edilmistir [92, 93].
Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae)’da malathion ergin disilere topik
olarak uygulandiginda hemolenf, yag doku ve oositlerde toplam lipit miktar1 6nemli

Olclide azalmistir [94].

Lipitler, boceklerin enerji metabolizmasi i¢in olduk¢a onemli bilesiklerdir
[62]. Bocek gelisiminin belirli sathalarinda, 6zellikle larval gelisim siiresince ve
geng erginlerde sindirilen karbohidratlarm  biiyiilk bir bolimii  lipide
doniistiirilmektedir [95]. Boceklerde metamorfozun baglangig  sathasinda
triagilgliserollerin en yiiksek seviyede oldugunu belirleyen bir calisma [96] bu
safthada lipit birikimi oldugunu desteklemektedir. Ayrica, toplam lipit miktarinin
ergin bireylerde larva ve pup evrelerine gore artis gosterdigi de belirlenmistir [83,
84]. Ergin donemde lipit ihtiyaci, ergin Oncesi gelisim siiresince depolanan
lipitlerden, besinle alinan lipitlerden ya da lipogenesis ile yeni sentezlenen lipitlerden

karsilanmaktadir [97].

Deney gruplarma gore disi ve erkek bireylerin toplam lipit degerlerini
karsilagtirdigimizda, erkek bireylerde lipit oraninin disi bireylerden daha yiiksek
oldugu goriildii. Ancak, kontrol gruplarinda disi bireylerin lipit miktariin erkek
bireylerinkinden daha fazla oldugu belirlendi (Sekil 3.5). Bunun nedeni disilerin
madde uygulanmasindan daha fazla etkilenmesi olabilir. Bir diger demetilasyon
ajan1 olan 5-AzaC de farkli tiirlerin eseyleri tiizerinde c¢esitli etkilere sebep
olabilmektedir. Bazi tiirlerin disileri madde uygulanmasindan daha fazla etkilenirken
baz tiirlerde ise erkekler daha fazla etkilenmektedir [55, 60, 98]. Ornegin, 5-AzaC

gebe disi farelere uygulandiginda plasentanin morfolojisini etkilemektedir [98]. Bu
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madde Glen ya da kalan fetuslarda herhangi bir sakatliga neden olmamistir. 5-AzaC
uygulanan ve uygulanmayan disilerin ddlleri arasinda herhangi bir farklilik yoktur
[55]. 5-AzaC uygulanan siganlarin gebe kalma oranlarmna bakildiginda ise herhangi
bir farklilik bulunmamistir. 11 hafta 5-AzaC uygulanan erkek farelerde seminifer
tiip kesitlerinin bazilarinda ortak anormallik olan vakuol formasyonu gozlenmistir.
Yiiksek dozda 5-AzaC uygulandiginda ise ¢ok niikleuslu dev hiicre formasyonu,
vakuol formasyonu, iireme hiicre tipinin seklinin bozulmasi, lireme hiicrelerinin

dejenerasyonu ve bazen de tiibiil atrofileri goriilmiistiir [60].

Deney gruplarinda erkek bireylerin lipit oraminin disi bireylerden fazla
olmasinin bir diger sebebi de ¢iftlesme davranislari olabilir. Ciftlesme siiresince
erkekler disileri ararken daha fazla ugma aktivitesi gostermektedir [83, 99]. Lipitler,
aynt zamanda boceklerde yumurta lretiminde ve bocegin enerji ihtiyaclarmi
gidermede de kullanilmaktadir. Lipitlerin disilerde yiiksek yumurta verimi i¢in ¢ok
gerekli oldugu, buna karsilik erkeklerde de esey feromonlarinin iiretiminde
kullanildig1 saptanmustir [97, 100].  Ayrica A. galleriae’da preovipozisyon
periyodunun olmamasi [78] nedeni ile disilerin analizden 6nce yumurtalarini birakip
lipit depolarini bu sirada harcamis olabilecekleri [84] ve bu nedenle erkeklere gore
lipit degerlerinin daha diisiik ¢ikmasinda etkili olabilecegi soylenebilir. Omurgalilar
iizerinde yapilan arastirmalardan elde edilen sonuglar [101-104] madde
uygulamadigimiz 4. galleriae bireylerinin toplam lipit ve yag asidi miktarlar1 ile
benzerlik gdstermektedir. Ornegin, Cyprinus macrostomus'un ovaryumlarindan elde
edilen total lipit ve yag asidi miktarlarinin testislerden elde edilen degerlerden gok
yiiksek oldugu bulunmustur [101]. Bu durum disi baliklarin gonat gelisimi ve
yumurta olusturmas: i¢in erkeklerden daha fazla lipide gerek duyduklarini
gostermektedir. Ovaryumda lipit oranmin yiiksek olusu, lipitlerin yumurtalarin
embriyonik gelisiminde gerek yapisal gerekse enerji agisindan 6nemli rol oynamasi
nedeniyledir [102-104]. Sonug¢ olarak omurgasiz ve omurgali canlilarda lipitler

yumurta olusumu ag¢isindan biiyiik 6nem tagimaktadir.
A. galleriae’nin disi bireylerinde yag asidi degerlerinin kontrole gore arttigi

belirlendi (Sekil 3.1). Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildi (P>0,05).
Erkek bireylerde ise 0.1 ve 0.5 mg/ml dozlarinda artis kaydedilirken 0.75 ve 1 mg/ml
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dozlarinda azalma goriildii (Sekil 3.3). Bu artis ve azalma da istatistiksel olarak
anlamli degildi (P>0,05). Ayrica, bu degisimlerin 5-Aza-dC’den bagimsiz oldugu
kaydedildi.  Yapilan bir baska calismada 5-Aza-dC uygulanan A. galleriae
erkeklerinin genel olarak disilerden daha uzun yasadigi, ancak tiim gruplarda ayni
sonucun goézlenmesi dogrultusunda bu maddenin eseye bagli bir etki yapmadigi
belirlenmistir [61]. 5-Aza-dC i¢in intraperitonal (i.p.) maksimum tdlere edilen doz
canlilarda akciger tiimorleriyle yapilan deneylerle belirlenmistir. Ancak yapilan
deneyler sonucunda bu maddenin uygulanmasiyla hicbir hayvanin Olmedigi
gozlenmistir [42]. Bireylerde, toksisitenin olmadigi buna karsilik viicut agiliginin
kaybi, abdominal 6dem, siddetli sa¢ kayb1 ya da paraliz/zayifliga neden oldugu
acikca belirtilmistir [42]. Bu c¢alismalar deneylerimizde kullandigimiz maddenin

canlilar iizerinde olumsuz etkileri oldugunu gostermektedir.

Biyokimyasal = ozellikler c¢ok  sayida  stres  faktoriinlin  subletal
konsantrasyonlarma kars1 ¢ok duyarlidir. Ancak uygun biyokimyasal sistemler
incelenmiyorsa yapilan deney sonucunda herhangi bir degisiklik gdzlenemeyebilir.
Bu nedenle organizmanin stres altinda olduguna karar vermek i¢in genel 6zelliklerin
(glukoz, glikojen, protein, lipit vb.) incelenmesi tercih edilir [1, 105-109]. Kimyasal
maddelerin metabolizma {iizerindeki etkileri bdcek tiiriine, evre/eseye, kimyasal
maddenin ¢esidine ve incelenen biyokimyasal 6zellige gore biiyiik oranda degisiklik
gostermektedir [108-110]. Konak besinine uyguladigimiz 5-Aza-dC, A. galleriae
disi ve erkek bireylerinin lipit ve yag asidi degerlerinde doza bagl olarak anlamli
degisikliklere neden olmadi. Bu durum maddenin etkisini toplam lipit ve yag asidi
degerleri iizerinde degil, bocegin yag asidi bilesimleri {izerinde gosteriyor
olmasindan kaynaklanabilir. 5-Aza-dC maddesi ile ilgili ¢aligmalar daha yogun
olarak omurgalilar lizerinde yapilmistir [42, 49, 50, 52-54]. Omurgasizlar ile yapilan
calismalar ise yok denecek kadar az oldugundan [48, 61] sonuglarimizi daha ayrintili
olarak tartigmak miimkiin olmamaktadir. Bununla beraber, 5-Aza-dC ve buna benzer
maddelerin her bir yag asidi grubu i¢in etkilerinin incelendigi ve c¢aligmamizi
tamamlayici nitelikteki aragtirmalar 5-Aza-dC’nin bocekler tizerindeki etkilerini daha
1yl anlamamizi saglayacaktir. Ayrica elde ettigimiz sonuglarin bocek biyokimyasi ve

fizyolojisi ile ilgili caligmalara 151k tutacagi diisiincesindeyiz.
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