T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

ENDOPARAZITOIT Pimpla turionellae (L.) (HYMENOPTERA;
ICHNEUMONIDAE) ZEHIRI VE PARAZITLEMESININ KONAK
HEMOSITLERINE ETKILERIi

DOKTORA TEZi

Aylin ER

Balikesir, Ocak - 2011



T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

ENDOPARAZITOIT Pimpla turionellae (L.) (HYMENOPTERA;
ICHNEUMONIDAE) ZEHIRI VE PARAZITLEMESININ KONAK
HEMOSITLERINE ETKILERIi

DOKTORA TEZi

Aylin ER

Balikesir, Ocak - 2011



T.C.
BALIKESIR UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

ENDOPARAZITOIT Pimpla turionellae (L.) (HYMENOPTERA;
ICHNEUMONIDAE) ZEHIRI VE PARAZITLEMESININ KONAK
HEMOSITLERINE ETKILERIi

DOKTORA TEZi

Aylin ER

Tez Damismani: Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN

Smav Tarihi: 24.01.2011

Jiiri Uyeleri: Yrd. Dog. Dr. Fevzi UCKAN (Damisman-KOU) 'ﬂ. (Lp [C-"V\—

Prof. Dr. Giirsel ERGEN (EU)

Prof. Dr. Biilent GUNDUZ (COMU)

Dog. Dr. Hatice TORCU KOC (BAU) |

Yrd. Dog. Dr. Olga SAK (BAU) %

Balikesir, Ocak — 2011



“Bu calisma Balikesir Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan BAP 2007/49 Kodlu proje ile desteklenmistir. Tesekkiir ederiz.”



“Bu ¢aligma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)
tarafindan TBAG/2006 - 106T255 Nolu proje ile desteklenmistir. Tesekkiir ederiz.”



OZET

ENDOPARAZITOIT Pimpla turionellae (L). HYMENOPTERA;
ICHNEUMONIDAE) ZEHIRI VE PARAZITLEMESININ KONAK
HEMOSITLERINE ETKIiLERIi

) Aylin ER
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali

Doktora Tezi / Tez Danismani: Yrd. Do¢. Dr. Fevzi UCKAN
Balikesir, 2011

Idiobiont, soliter ve pup endoparazitoiti Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera;
Ichneumonidae)’nin, konak tiir biiyiilk balmumu giivesi, Galleria mellonella (L.)
(Lepidoptera; Pyralidae) kullanilarak yetistirilmesinde ve deneyler boyunca
laboratuarda 25 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 nispi nem ve 12:12 (Aydmnlik: Karanlik)
fotoperiyot sartlar1 saglandi. Tez kapsaminda parazitoit zehir enjeksiyonu ve
parazitlemenin konak toplam ve farkli hemosit sayilarina, dolasimdaki hemositlerde
apoptotik ve mitotik indekse, hemositlerin enkapsiilasyon ve melanizasyon
tepkilerine etkileri belirlendi.

Parazitleme ve deneysel olarak P. turionellae zehirine maruz kalan G.
mellonella pupunda dolasimdaki toplam hemosit sayilar1 hicbir isleme tabi
tutulmamis puplara gore % 50°den fazla azalma gosterdi. Larval evrede ise yiiksek
zehir dozlart enjeksiyonunu takiben toplam hemosit sayilarinda 6nemli azalmalar
gozlense de diisiik zehir dozlarinda anlamli azalmalar olmadi. G. mellonella larva ve
pupunda hemositlerin yarisindan fazlasini graniilositlerin olusturdugu, ikinci yogun
hiicre tipinin plazmatositler oldugu goézlendi. Parazitleme ve yiiksek zehir dozlar
enjeksiyonu ilk 4 saatlik donemde graniilositlerin sayisinda azalmaya neden olurken,
plazmatositlerin sayisini artirdi.

G. mellonella larval ve pupal evrelerinde erken ve ge¢ apoptotik hemositlerin
oran1 parazitleme ve yiiksek zehir dozlar1 enjeksiyonlarmma baghh olarak artma
gosterdi. Zit olarak nekrotik hemositlerde artis pupal evrede sadece parazitlenmis
gruplarda 24 saatlik periyotta gozlenirken larval evrede farklilik bulunamadi. P.
turionellae parazitlemesi ve yiiksek zehir dozlar1 enjeksiyonunun konak
hemositlerinde mitotik indekste azalmaya neden oldugu tespit edildi. Konak icerisine
enjekte edilen Sephadex A-25 boncuklarinin analizi, yiiksek zehir dozlarinin pupal
ve larval evrede giiclii enkapsiile olmus ve melanize olmus boncuklarin oranini %
50’den fazla azaltigim1 gosterdi. Benzer etkinin parazitlenmis gruplarda da
gozlenmesi P. turionellae tarafindan parazitlemenin konak G. mellonella’da hemosit
aracili enkapsiilasyon tepkilerini biiylik oranda baskiladigin1 gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Pimpla turionellae /| zehir / toplam ve farkl
hemosit sayis1 / apoptozis / mitotik indeks / enkapsiilasyon / melanizasyon.
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ABSTRACT

EFFECTS OF PARASITISM AND VENOM FROM THE
ENDOPARASITOID Pimpla turionellae (L.) ( HYMENOPTERA;
ICHNEUMONIDAE) ON HEMOCYTES OF THE HOST

Aylin ER
Balikesir University, Institue of Science, Department of Biology

Ph. D. Thesis / Supervisor: Ass. Prof. Dr. Fevzi UCKAN
Balikesir-Turkey, 2011

Experiments and cultivation of the idiobiont solitary pupal endoparasitiod
Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera: Ichneumonidae) on the greater wax moth,
Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) were conducted in a laboratory at
25 £2 °C, 60 = 5 % relative humidity and a photoperiod of 12:12 h (Light: Dark).
The effects of parasitoid venom injection and parasitism on total and differential
hemocyte counts of the host, apoptotic and mitotic indices in the circulating
hemocytes, and encapsulation and melanization responses of the hemocytes were
investigated within the thesis.

The number of total hemocytes in the circulation decreased more than 50 % in
the parasitized and experimentally venom injected G. mellonella pupae when
compared to untreated ones. Total hemocyte counts significantly decreased in larvae
injected with high doses of venom however hemocyte counts did not indicate a
considerable change at low venom doses. In G. mellonella larvae and pupae, the
major hemocyte type was the granular cells, and plasmatocytes were the next
frequent hemocyte type observed. In G. mellonella injected with higher doses of
venom and parasitized, the number of granulocytes decreased however the ratio of
plasmatocytes increased at 4 h post treatments.

The ratio of early and late apoptotic hemocytes increased in G. mellonella
pupae and larvae upon parasitization and at high doses of venom injection. However,
an increase in necrotic hemocytes was only observed in parasitized pupae at 24 h and
no difference was observed in larvae. The mitotic indices of host hemocytes
decreased upon parasitization and at high doses of venom. Analysis of Sephadex A-
25 beads injected into the host revealed that the number of beads strongly
encapsulated and melanized reduced by more than 50 % at high doses of venom
injection into pupae and larvae. Similar results were also obtained in parasitized
pupae indicating that parasitization by P. turionellae suppressed hemocyte-mediated
encapsulation substantially in G. mellonella.

KEY WORDS: Pimpla turionellae / venom / total and differential hemocyte
count / apoptosis / mitotic indices / encapsulation / melanization.
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1. GIRIS

Dogal kaynaklarin korunmasi, bozulan ekolojik dengenin yeniden tesisi,
stirdiiriilebilir tarim ile biyolojik cesitliligin devami, topragin yasatilmasi ve kimyasal
kirliligin sonlandirilmasi c¢evre direncinin arttirilmasi c¢alismalarinda temel amac
olmustur.  Tarimsal sistemlerde kimyasal kirliligin temel nedenlerinden olan
bilingsiz ve kontrolsiiz pestisit kullaniminin ortaya cikardigi sonuglar, hem ekolojik
hem de ekonomik acidan biiyiik sorunlara neden olmaktadir [1, 2]. Ornegin
kullanilan kimyasal maddeler hava, su ve toprakta birikmekte ve besin zinciri
yoluyla biyolojik sistemlere ge¢mektedir. Ayrica, canlilarin degisik dokularinda
birikerek kanserojen, teratojen ve mutajen etki gosterdikleri bilinmektedir.
Denetimsiz ve diizensiz kullanim zararlida direng¢ olusturmakta, bu durum dozun her
gecen giin daha da arttirnllmasini ya da kimyasalin degistirilmesini gerektirmekte, bu
da gittikce artan bir ekonomik yiik getirmektedir [3, 4]. Kimyasal miicadelenin
ortaya ¢ikardigl bu sorunlar tarim, orman, hayvancilik iiriinlerine, bitki Ortiisiine ve
ekolojik dengeye zarar veren boceklerle biyolojik olarak miicadelenin Onemini
arttirmistir.  Biyolojik kontrolde kullanilan ajanlar i¢cinde en uygunu, en az risk
tasiyant ve en c¢ok spesifik etki yapami ekolojik can simitleri olarak da

nitelendirilebilen parazitoitlerdir [2, 5].

Parazitoitler biyolojik ozelliklerine gore degisik sekillerde
siniflandirilmaktadir. Larvalarinin beslenme davranisina gore, parazitoitler endo ve
ekto parazitoitler olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir [6, 7]. Yumurtalarini konagin
icine birakan ve larvalar1 konagi icten yiyerek gelisen parazitoitler endoparazitoitler
olarak siniflandirilirken [8, 9, 10], yumurtalarini konak yiizeyine birakan ve larvalari,
viicutlar1 disarida, agiz parcalari ise konak viicudu icine gomiilii olacak sekilde
beslenen ve gelisenler ektoparazitoitler olarak smiflandirilirlar  [11, 12].
Ovipozisyondan sonra konagin gelisimine izin veren parazitoitler koinobiont,
ovipozisyondan o©Once konag oOldiiren veya felc edenler ise idiobiont olarak

tanimlanmistir [6, 7]. Ayrica, bir konaktan elde edilen ergin birey sayisina gore de



parazitoitler, gregar ve soliter parazitoitler olarak iki gruba ayrilabilmektedir [6].
Soliter parazitoitlerde, bir konaga, disi parazitoit tarafindan birden fazla yumurta
birakilsa da, bunlardan sadece bir tanesi ergin evreye ulasabilir [13, 14]. Ancak,
gregar olanlarda ¢ok sayida larva ergin evreye ulasabilmektedir [6]. Parazitoitler
yumurta biraktiklar1 konak evresine gore, yumurta, larva, pup ve ergin parazitoitleri
olarak da smiflandirilmaktadir [6].  Parazitoitler Hymenoptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Homoptera, Diptera, Hemiptera ve Heteroptera gibi degisik bocek
takimlara ait tiirlerin, yumurta [7, 15, 16], larva [7, 17, 18], prepup [7, 11], pup [7] ve
ergin [19] evrelerini konak olarak kullanabildikleri gibi, degisik Oriimcek ve
akarlarin farkli evrelerini de konak olarak kullanabilirler [20]. Bocekler diinyasinda,
parazitoit olarak tanimlanmuis tiirler, Hymenoptera, Diptera, Hemiptera ve Coleoptera
takimlarina mensup tiirler olarak siniflandirilmaktadir [6]. Ancak, parazitoit tiirlerin

cok biiyiik bir cogunlugu Hymenoptera ve Diptera takimlarinin iiyeleridir [6].

Zararli boceklerle biyolojik olarak miicadeleye artan ilgi parazitoit tiirlerin
temel biyolojik o6zelliklerinin ve konaklari ile etkilesimlerinin ¢ok iyi bilinmesi
gerekliligini ortaya koymustur. Halen, zararli boceklerin kontroliinde kullanilan
insektisitlerin cok azim cevreye ve sagliga cok daha az zararh etkisi olan dogal
toksinler ve biiyiimeyi engelleyici maddeler olusturmaktadir. Bu maddelerden
parazitoitlerden elde edilenlerin hedef zararh tiirler iizerindeki spesifik metabolik ve
fizyolojik etkilerini belirlemek, fizyolojik acidan oldugu kadar ekonomik, ekolojik,
cevre ve insan saghg acisindan da oldukc¢a Onemlidir. Bu bakimdan, biyolojik
miicadelede dogal bir kaynak olusturan parazitoit tiirlerin parazitleme esnasinda
konaklarina aktardiklar salgilarin igeriginin ve bu salgilarin konak bagisiklik sistemi
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi, giiniimiizde bir¢cok ¢alismanin temelini
olusturmaktadir. Parazitoitler gii¢lii biyolojik kontrol ajanlar1 olmalarinin yani sira,
konaklar: iizerindeki karmasik fizyolojik ve biyokimyasal mekanizmalar tam olarak

aciga ¢ikarildiginda yeni biyopestisitlerin gelistirilmesi i¢cin model olusturabilirler.

Parazitoitlerin 6nemli bir kismini bulunduran Hymenoptera takimi biyolojik
kontrolde 6nemli bir yer tutmaktadir [1, 9, 11, 15]. Yaklasik 225.000 tiire sahip
oldugu diisiiniilen parazitoit arilar [6] nesillerinin devami i¢in basarili bir sekilde

yumurta birakabilecekleri bir veya birka¢c dogal konak tiirline sahiptirler [21].



Parazitoit tiirler gelisimleri i¢in uygun ortam saglamak amaciyla genellikle konaklart
olan boceklerin zararina olacak sekilde, konak bagisiklik, endokrinoloji, gelisim ve
metabolik faaliyetlerinin diizenlenmesini iceren cesitli mekanizmalara sahiptirler
[22]. Parazitoit tiirler tarafindan konak metabolik faaliyetlerinin diizenlenmesi,
konak uygunlugundaki artisla sonuglanan karmasik bir siirectir. Konak tiire yumurta
birakan disinin ovipozisyon Oncesi veya esnasinda konaga enjekte ettigi salgilarin
konak fizyolojisini diizenleyen maddeler ihtiva ettigi gosterilmistir [23]. Kacinilmaz
olarak konaklarinin 6liimiine neden olan Hymenopter parazitoit tiirler, yaumurta ve
larvalarinin konak i¢inde veya iistiinde yasamalarini ve gelismelerini saglamak icin
karmasik metabolik ve fizyolojik etkilesimlerden faydalanirlar [6].  Konak
hareketlerinin gecici veya siirekli olarak kisitlanmasi veya tamamen durdurulmast,
konak gelisiminin yavaslatilmasi veya durdurulmasi gibi etkiler bu etkilesimlerin
temelini olusturmaktadir. Konak tiiriin fizyolojik ©zellikleri, yumurta birakma
oncesinde veya esnasinda disi ergin parazitoit tarafindan ovipozitor araciligi ile
konaga enjekte edilen kaliks sivisi, polidnaviriisleri (PDVler), teratositler ve zehir
salgis1 ile degisime ugramaktadir [24 - 45]. Parazitoit salgisi igcerisinde bulunmasi
muhtemel bu bilesenlerin nispi nem ve miktarlar ise parazitoit tiirlere gore farklilik

gosterebilmektedir [46]. Konak- endoparazitoit iliskisindeki siire¢ su sekildedir:

¢ Ergin disi parazitoit tarafindan konaga yumurta birakilmast,

e Parazitlemeye bagli olarak konakta olusan fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikler,

e Konagm oliimiiyle sonu¢lanan, parazitoit neslinin konak viicut boslugundan

cikmasi [47].

Bir¢ok endoparazitoit tiir konaklarinin biiylime ve gelisimini diizenler ancak bu
etkilerin biiyiikliigii ve siiresi konak- parazitoit etkilesimi iginde tiirden tiire

degisiklik gosterebilir [48].

Konak bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu igerisine giren
ve gelisimini burada siirdiiren endoparazitoit yumurta ve larvalari, konagin
kendinden olmayani algilamasi sonucu konak dogal bagisiklik savunmasi riski

altindadir [37, 38, 49, 50]. Konak — parazitoit iliskisi icinde konak dogal bagisiklik



sistemi, parazitoit aktivitesinden dolay1 konagin 6lmesi veya konak bagisiklik sistemi
aktivitesi sonucu parazitoitin 6lmesi ile sonuglanan oldukca giiclii bir se¢ilim baskisi
olusturur [21, 51]. Bu organizmalarin yasamini siirdiirebilmesi i¢in parazitlemenin
ilk evresi oldukca onemlidir.  Ornegin, konak bocegin parazitoit larvasinin
beslenmesine uygun hale getirilmesi amaciyla ergin disi parazitoit konak igine
konagin savunma tepkilerini baskilayacak cesitli faktorler enjekte eder. Alternatif
olarak, disi parazitoit ovipozisyonu tamamlasa bile parazitoit yumurta ve larvalari

konak bagisiklik tepkileriyle yok edilebilir [51].

1.1 Boceklerde Bagisikhik Sistemi

Cok hiicreli hayvanlarin enfeksiyon yapict organizmalara karsi savunma
mekanizmalart dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklik olmak iizere iki kisma
ayrilmaktadir [21, 52, 53]. Dogal bagisiklikta dogustan kazanilan, canliy1 enfeksiyon
yapici organizmalara karst koruyan, organizmanin yapisal ve genetik ozelliklerine
bagli dogal bir diren¢ sz konusudur [21, 52, 53]. Edinsel bagisiklikta ise somatik
genlerin yeniden ifadesiyle olusan ve spesifik antijenlerin taninmasini saglayan
reseptorler olusturularak organizmanin immiinolojik bir hafiza gelistirmesi soz
konusudur [52, 54]. Dogal bagisiklik sisteminde yabanci organizmalarin genis bir
sinift  algilanabilirken, edinsel bagisiklik sisteminde spesifik organizmalar
algilanabilir [21]. Omurgali hayvanlar hem dogal hem de edinsel bagisiklik
sistemine sahipken bocekler ve diger omurgasizlar sadece dogal bagisiklik sistemine
sahiptirler [55]. Boceklerde yabanci organizmalara karsi ilk bariyer integiiment
sistem ve bagirsaklar tarafindan saglanir [52]. Tiim bocekler bir kutikiila tabakasiyla
kaplidir ve kutikiila ayn1 zamanda sindirim kanalinin iist ve alt kisimlar1 ve trakeal
sistemin ektodermal kiliflarim1  kaplar [56]. Endokutikiila, ekzokutikiila ve
epikutikiila katmanlarindan olusan bu koruyucu kalkan 200 um kalinliga ulasabilir.
Endokutikiila ve ekzokutikiilanin karakteristik bileseni bir polisakkarit olan kitindir
ve her kitin molekiilii komsu kitin molekiiliine bir protein matriks igerisinde bulunan
mikrofibrilleri olusturmak icin hidrojen baglariyla baglanir. Ekzokutikiilada protein
molekiilleri arasindaki capraz baglar yiiksek oranda reaktif olan katesolaminler

tarafindan olusturulur ve bu durum integiimentin bu parcasinin sklerotizasyon



denilen siirecle kalinlagmasini saglar.  Ekzokutikiilayr kaplayan kisim olan
epikutikiila hiicre dis1 fenoloksidaz icerir ancak kitin icermez. Epikutikiilada
fenoloksidaz enziminin varligi bu tabakanin hasar gormesini takiben onariminda
sklerotizasyonu saglar. Epikutikulanin en {ist kismini ise mum tabakasi
kaplamaktadir [57]. Bu tabakalar fiziksel engel gibi davranarak patojen ve parazitler
icin ilk bariyeri olustururlar. Bunun yaninda mum tabakasini olusturan lipitler
oldukca hidrofobiktir ve ¢cogu hidrofilik olan hastalik etkenlerini uzak tutar. Ayrica
kutikiila icerisinde bulunan fenoloksidaz aktivitesi sonucu olusan {iiriinler patojenler
icin toksik olabilmektedirler ve integiimentin zarar gérmesi durumunda alt kistmda
uzanan epidermal hiicreler antibiyotik 6zellikte peptitler sentezlerler ve hemositlerin

cevap verecegi bir sinyal mekanizmasi olustururlar [57, 58, 59].

Bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu icerisine giren patojen
ve parazitler, bocegin kendinden olmayani algilamasi sonucu bagisiklik tepkileriyle
kars1 karsiya kalmaktadirlar. Boceklerde bagisiklik sistemi humoral bagisiklik ve

hiicresel bagisiklik olmak iizere iki kisimda ele alinmaktadir.

1.1.1 Humoral Bagisikhik

Bakteriler, mantarlar ve protozoonlar gibi patojenik mikroorganizmalar
boceklerdeki fiziksel bariyerleri astiginda sitotoksik peptit ve proteinlerle
karsilasirlar [59, 60, 61]. Humoral savunma siirecinde melanizasyon, hemolenfin
pihtilagsmas1 ve antimikrobiyal peptitlerin sentezi olmak iizere ii¢ tip reaksiyon
gerceklesmektedir [62]. Siyah pigment melanin olusumu serin proteazlarla aktif
formuna doniisen fenoloksidaz enzimi ile gergeklesir [63]. Inaktif proenzim
profenoloksidaz hemositlerde sentezlenir ve hiicrelerin patlamasiyla ortama
salindiktan sonra kutikiilaya gonderilir veya yaralanma bolgesinin etrafinda ya da
enkapsiile olmus parazitlerin etrafinda birikir [62]. Aktive olmus fenoloksidazlar
hemolenfte bulunan fenolik substratlardan kinonlar1 olustururlar ve bu bilesikler
gerekli yiizeylerde oligomerlesip melanin olarak birikirler [62]. Melanin olusumunu
saglamanin yami sira ara kinon {iriinleri hemolenfin pihtilagsmasi sonucu

hareketsizlesen mikroorganizmalar1 o6ldiirebilecek giicte sitotoksik maddelerdir.



Bocek bagisiklik sistemi ile ilgili ¢alisan birgok arastirict fenoloksidazin pihtilagma
ve yara lyilestirme siirecinde miikemmel bir enzim oldugunu savunmaktadirlar [64,

65].

Omurgali ve omurgasiz hayvanlar arasindaki en o©nemli farklardan biri
omurgalilarda viicut sivilart cogunlukla kan ve lenfatik damarlar icerisinde
sinirlandirilirken, omurgasizlarda agik dolasim mevcuttur. Bu nedenle herhangi bir
yaralanma sonucu kan kaybini onlemek ve mikroplarin viicut bosluguna girip
yayllmasimi engellemek i¢cin omurgasizlarda etkili mekanizmalar mevcuttur.
Hemolenfin pihtilasmasi bu etkili mekanizmalardan biridir [66]. Boceklerde
hemolenfin pihtilasmasinda proteinlerin polimerizasyonu, hemositlerden salgilanan
Ca*™ bagimli transglutaminaz tarafindan katalizlenir ve hamam bdcegi Leucophaea
maderae L. (Dictyoptera: Oxyhaloinae) [67] ve cekirge Locusta migratoria (L.)
(Orthoptera: Acrididae) [68]’da iyi ¢alisilmistir. Lepidopterlerde pihtilagsma sistemi
dort basamak icermektedir [69]. Ilk olarak hemositlerin degraniilasyonu hiicre disi
agregatlarin olugmasimi saglar ve bu agregatlar yara bolgesini kaplayarak primer
veya yumusak pihti denen yapiyr olusturur. Ikinci olarak profenoloksidazin
aktivasyon basamaklar1 ve transglutaminaz ardisik olarak pihtida capraz baglar
olusmasin saglar ve pihti kallasir. Uciincii olarak plazmatositler bu bolgeye
cekilerek pihtinin etrafini sararlar ve kabuklagsarak viicut boglugundan ayrilirlar. Son
olarak yara bolgesinde epidermisin rejenerasyonu gercekleserek kabugun yerini alir
[69]. Tim bu reaksiyonlarin nasil basladigi heniiz tam olarak bilinmese de,
plazmatositlerin o bolgeye gitmesini uyaran ve yine plazmatositlerden salgilanan
plazmatosit yayilma faktorii varhigi gosterilmistir [52]. Arastiricilar pihtilagma,
nodiil ve kapsiil olusumunda ilk {ic basamagin birbirine benzedigini ancak son

basamakta her bir bagisiklik tepkisinin ayr1 goriintiide oldugunu bildirmislerdir [69].

Boceklerde enfeksiyona karsi gelistirilen humoral reaksiyonlarin iiciincii tipi
antimikrobiyal peptitlerin sentezidir [21, 52, 62, 70]. Bu sitotoksik molekiiller temel
olarak yag dokuda sentezlenmektedir [62] ancak yapilan calismalarda epidermis
hiicrelerinde [71, 72], orta bagirsakta [73, 74], tikriikk bezlerinde [75], lireme
sisteminde [76, 77] ve hemositlerde’de [59] sentezlendikleri gosterilmistir. Son

yillarda boceklerde antimikrobiyal peptitlerin sentezi ile ilgili caligmalar arttikca



molekiiler agirliklart 5 kDa’dan kiiciik 170’den fazla sitotoksik peptit ve protein
bulunmustur [56]. Bu peptitler yapisal olarak farklilik gosterseler de tiimii amfipatik
ozelliktedir ve membranlar iizerinde etkili olarak hedef hiicrenin lizis ile 6lmesine
neden olurlar [78, 79]. Bocekler enfeksiyona karsi bu antibakteriyel peptitlerin bir
kombinasyonunu sentezleyerek bakteri kilifinin farkli bilesenleri iizerinde etkili
olurlar [80]. Antimikrobiyal proteinler yapisal ve dizilim 6zelliklerinin
benzerliklerine gore ve bakteri hiicre duvarindaki hedef bolgelerine gore

siniflandirilmaktadirlar [62].

Boceklerin fizyolojik olarak olusturdugu en iyi bilinen antibakteriyel proteinler
attasinler, lizozimler, sekropinler, defensinler ve dipterisinlerdir [81]. Bu
antibakteriyel peptitler enfeksiyonu takiben 2 saat sonra ortaya c¢ikarlar ve 24 saat
icerisinde en iist seviyeye ulasirlar. Bazi boceklerde aktiviteleri dort giin gibi kisa
siireli olmakla beraber digerlerinde aktiviteleri aylarca siirebilir [70]. Attasin
proteinlerinin varlig1 kelebeklerde [82, 83] ve Drosophila’da [84] tespit edilmistir.
Bu proteinler sadece gram-negatif organizmalara etkilidirler ve dis membran
proteinlerinin sentezini inhibe ederek hiicre boliinmesini etkilerler [85]. Lizozimler
ise bakteri hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasindaki B- 1,4 glikozit
baglarim hidroliz ederek etkili olurlar. Bocek lizozimleri 14 kDa molekiiler agirliga
sahip olup omurgali lizozimlerine benzerlik gosterirler [86].  Drosophila’da
lizozimler en az yedi gen tarafindan kodlanirlar ve ifadeleri gelisimin farkl
evrelerinde ve sindirim sisteminin farkli bolgelerinde gerceklesir [86]. Sekropinler
voltaj bagimli iyon kanallarini olusturan lipit membranlar ile etkileserek hem Gram-
pozitif hem de Gram- negatif bakteriler iizerine etkilidirler [87]. 4 kDa molekiiler
agirliga sahip olan sekropinler sisteinden yoksundurlar ve birbirine bagl iki a- heliks
yapisina sahiptirler [88]. Defensinler, attasin benzeri antibakteriyel proteinlerin
aksine Gram-pozitif bakteriler lizerinde etkilidirler ve sitoplazmik zarlar tizerinde
etkili olup membran kanallar1 olusumuyla hiicrelerin lizizine neden olurlar [77].
Bocek defensinleri 4 kDa molekiiler agirliga sahip katyonik peptitlerdir ve ii¢ disiilfit
bagiyla birbirine bagl alt1 sistein rezidiisii icerirler. Cesitli bocek tiirlerinde yaklasik
30 tip defensin karakterize edilmistir [89 - 94]. Yapilan arastirmalarda farkli memeli
ve bitki tiirlerinde de defensinler tanimlanmis ancak bunlarin bocek defensinleriyle

homolog olmadiklar1 tespit edilmistir [95]. Diger bir antimikrobiyal peptit tipi olan



dipterisinler sadece Diptera tiirlerinde tanimlanmagstir [96 - 98]. Molekiil agirliklar: 9
kDa olan bu peptitler gram- negatif bakteriler iizerine etkilidirler ve attasinlere

benzer bir etki mekanizmalarinin oldugu diisiiniilmektedir [62].

1.1.2. Hiicresel Bagisikhik

Boceklerde ve agik dolasim sistemine sahip diger hayvanlarda, omurgalilarda
oldugu gibi kan ve lenfatik sivilarin ayrimi olmadig: icin viicut sivilart hemolenf
olarak adlandirilmaktadir. Benzer sekilde hemolenf dolasiminda yer alan hiicrelere
de hemositler denmektedir [99]. Boceklerde mikro veya makro organizmalarla
enfeksiyon sonucu ortaya ¢ikan humoral bagisiklik tepkilerinin yaninda hemositlerin
morfolojik ve yapisal degisiklikleri sonucu hemosit aracili gergeklestirilen hiicresel
bagisiklik tepkileri de ortaya ¢ikmaktadir [52, 53, 57, 59, 99 - 101]. Bunun yaninda
humoral ve hiicresel bagisiklikta rol alan hemositler ve humoral biomolekiiller
birbirinden bagimsiz ¢alismamaktadir. Bircok humoral faktér hemosit
fonksiyonlarin1 etkileyebildigi gibi, hemositler de bir¢ok humoral molekiiliin
sentezinde dnemli bir kaynak olustururlar [52, 56, 100]. Hiicresel bagisiklik tepkileri
ise fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiill olusumu gibi savunma mekanizmalarini
gerceklestiren hemositler tarafindan olusturulur [21, 35, 36, 52, 62, 100, 101]. Bocek
hemositleri tip, morfoloji ve say1 olarak tiirden tiire degisiklik gosterir ve
tanimlanmalarin1  kolaylastirmak amaciyla smiflandirma semalarn literatiirde
mevcuttur [52, 99 - 101]. Morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine
gore, Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera,
Hemiptera ve Collembola gibi cesitli takimlarda tanimlanan en genel hemosit tipleri
prohemositler, graniilositler, plazmatositler, sferiilositler ve 6nositoidlerdir [21, 52,

62, 100 - 104].

Prohemositler yuvarlak veya oval sekilli olabilen oldukca kiiciik (4-10 um
genisliginde ve 4-14 pm uzunlugunda) hiicrelerdir (57, 101, 103, 105, 106).
Prohemositler sitoplazmayr neredeyse tamamen dolduran oldukca biiyiik bir
cekirdege sahip olup endoplazmik retikulum, golgi aparati ve mitokondri gibi diger

organeller genellikle az sayidadir [56, 99]. Sentrioller ve mikrotiibiiller icerdikleri



icin bu hemositlerin aktif mitotik hiicreler oldugu belirtilmekte ve prohemositlerin
diger hemosit tiplerinin Onciileri oldugu savunulmaktadir [56, 99 - 101].
Prohemositlerin dolagimdaki oranlar1 bocegin gelisim ve fizyolojik durumuna gore

degisiklik gosterebilmektedir ancak bu oran genellikle % 5’1 ge¢gmez [99, 101].

Plazmatositler boylar1 3 um’den 40 pm’ye kadar ulasabilen ve hemolenfte
dolasim esnasinda yuvarlak veya oval sekilli bulunan hemositlerdir [57, 99, 101,
103].  Farkli bocek tiirlerinde dolasimdaki toplam hemositlerin % 30-60’11
olustururlar [56]. Transmisyon elektron mikroskobunda birka¢ yalanci ayak,
pinositik vezikiiller, vakuoller ve poliribozomlar gozlenebilir ve golgi aparati az
gelismistir [100]. Bircok lepidopter tiiriinde plazmatositler graniillerden yoksundur
[100, 107], ancak Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae)’da bu hiicreler
granill icerebilir [108]. Yayma preperatlarda inkiibasyonu takiben birka¢ dakika
sonra cam iizerine yapisip yalanci ayaklar ile yayilabilme ve karakteristik ince ve
uzun fibroblast benzeri Ozellikleriyle diger hemosit tiplerinden kolayca ayirt
edilebilirler [100]. Plazmatositler, fagosite edilemeyecek kadar biiyiik olan yabanci
cisimlerin, bakteri topluluklarinin veya nekrotik melanize olmus materyallerin
etrafinda kapsiiller ve nodiiller olusturabilirler [52, 100]. Plazmatositlerin
fagositozdaki rolii heniiz tam netlige kavusmamistir. Bazi arastiricilar bu hiicrelerin
fagositozda rol oynadiklarimi savunurken [109, 110], bazilar1 bunlarin fagositik

hiicreler olmadiklarin1 savunmaktadirlar [111].

Graniilositler caplart 4-45 um arasinda degisebilen kiiresel veya oval
hiicrelerdir [56]. Graniilositlerin en karakteristik ozellikleri sitoplazmalarinda
membrana bagl ¢cok sayida graniil icermeleridir [52, 99, 100]. Transmisyon elektron
mikroskobunda ise gelismis graniillii endoplazmik retikulumlari, bircok pinositik
vezikiilleri, ince ve uzun yalanci ayaklar tespit edilmistir [100]. Cok sayida lizozom
ve serbest ribozom igerirken az sayida mitokondri igerirler [57, 101]. Cekirdek
yuvarlak veya uzamis ve merkezi yerlesimlidir [56]. Farkli bocek tiirlerinde
graniilositler toplam hemosit sayisinin % 30-60’1n1 ihtiva ederler ve plazmatositlerle
birlikte bircok bocek tiiriinde en fazla bulunan hemosit tipidir [57, 99].
Plazmatositler gibi graniilositler de yabanci ylizeylere yapisma 6zelligine sahiptirler

ve yara iyilestirme ve bagisiklik tepkilerinde ¢ok Onemli rolleri olduklari



bilinmektedir [57, 99, 101]. Graniiler hemositlerin en 6nemli fonksiyonunun
fagositoz oldugu bircok calismada gosterilmistir [107, 109, 111].  Graniiler
hemositlerin ayn1 zamanda kapsiil / nodiil olusumu sirasinda yabanci cisimlerle ilk
temas kuran ve graniiler icerigini digar1 veren hiicreler oldugu tespit edilmistir.
Bircok arastirici, graniiler hemosit iceriginin bu sekilde ekzositozunun
plazmatositleri o bolgeye cekmekte is gordiigiinii [100] veya en azindan kapsiil veya

nodiil olusumu sirasinda plazmatositlere yardimei olacagini [112] diistinmektedir.

Onositoidler caplar1 54 um’yi bulan yuvarlak veya oval sekilli oldukca biiyiik
hiicrelerdir [56, 99].  Cekirdekleri merkezi degildir ve transmisyon elektron
mikroskobu goriintiilerine gore sitoplazmalarinda bircok serbest ribozom igerirler
ancak diger tipik sitoplazmik organelleri az gelismistir [100]. Bazi onositoidler
cubuk, igne veya kristal seklinde sitoplazmik inkliizyonlar igerebilirler Ornegin
Drosophila’da inkliizyonlarin sekli nedeniyle Onositoidler kristal hiicreler olarak
adlandirilirlar [101, 113]. Onositoidler toplam hemosit popiilasyonunun % 1-2’sini
olustururlar [99] ve Lepidopterlerde diger hemosit tiplerine kiyasla en biiyiik
hemositler olduklar1 belirtilmistir [57, 101]. Bircok Lepidopter tiiriinde hazirlanan
preperatlarda onositoidler olduk¢a nazik ve in vitroda hemen lizize ugrayan hiicreler
olarak goze carpmaktadirlar [114] ancak G. mellonella Onositoidlerinin daha
dayanikli hiicreler olduklar1 bildirilmistir [99]. Lepidopterlerde bagisiklik sisteminde
ve yara iyilestirmede oldukca Onemli rol oynayan hemolenfin koyulagsmasindan
(melanizasyon) sorumlu olan fenoloksidaz enzimi bu hemositlerde mevcuttur [107,
115 - 117]. Ashida ve ark. (1988) fenoloksidazin Bombyx mori (L.) (Lepidoptera:
Bombycidae)’de onositoidler i¢inde sentezlendigini ve bu hiicrelerin parg¢alanmasi

sirasinda plazmaya salindigini tespit etmislerdir [117].

Sferiilositler caplar1 5-25 um arasinda degisebilen yuvarlak veya oval
hiicrelerdir [57, 101]. Dolasimda goriilme sikliklari tiim hemosit populasyonu i¢inde
% 5’den azdir [99]. Karakteristik Ozellikleri sitoplazmalarini tamamen doldurup
hiicre membraninin gerilmesine neden olan 1,5-3 pum capinda sferiiller icermeleridir
[99]. Sferiillerin histokimyasal analizleri mukopolisakkarit ve glikomukoprotein
icerikte olduklarin1 gostermektedir [101]. Sitoplazma aym1 zamanda ribozomlar,

golgi, lizozomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum icermektedir [56]. Bazi
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arastiricilar sferiilositlerin ipek tiretimi, melanizasyon, fagositoz ve pihtilasmanin
diizenlenmesinde gorev aldiklarim1 savunsalar da sferiilositlerin  bagisiklik

sistemideki fonksiyonlar1 heniiz netlik kazanmamistir [57, 101, 105].

G. mellonella hemosit tiplerinin belirlendigi bir ¢alismada Ashhurst ve
Richards (1964) [118] temel hemosit tiplerinin prohemositler, plazmatositler,
adipohemositler, sferiil hiicreler ve oOnositoidler oldugunu belirtmislerdir. Jones
(1967) [119] ise prohemositler ve plazmatositlerin ayrimi ¢cok zor oldugu i¢in her iki
hiicre grubunu tek bir kategoriye alarak plazmatositoid terimini kullanmugtir.
Neuwirth (1973) [120] G. mellonella’da daha onceki caligmalarda yag damlalar
icerdigi i¢in adipohemosit olarak adlandirilan hemosit tiplerinin aslinda graniiler
hemositler oldugunu ve pup evresine yaklastik¢ca bu yag damlalarinin genisleyerek

sayilarmin arttigini belirtmistir.

Hemositler ilk olarak embriyogenez esnasinda bas veya dorsal mezodermden
geligirler [99, 113]. Mezodermal olarak tiiremis hematopoietik organlarda var olan
kok hiicrelerin boliinmesi yoluyla ve/veya dolasimdaki hemositlerin boliinmeye
devam etmesiyle boceklerde hemositler iiretilmeye devam eder [99, 121]. Bir¢ok
bocek tiiriinde hematopoietik organlar farkli viicut kisimlarinda tespit edilmistir [99].
Lepidopter larvalarinda genellikle toraksta imajinal kanat diski ile beraber, bazi
dipterlerde ise abdomenin posterior segmentinde bulunduklar1 bildirilmistir [122,
123]. Farkli hemosit tiplerinin kokeni ve farklilasmasi hakkinda bir¢ok farkli
senaryo literatiirde mevcuttur. B. mori ile yapilan bir calismada hemotopoietik
organda bulunan ve dolasima birakilan prohemositlerin oncelikle plazmatositlere
farklilastig1 ve dolasimdaki graniilosit, sferiilosit ve onositoidlerin plazmatositlerden
koken aldig belirtilmistir [53, 124]. Bununla beraber B. mori’de kisa vadeli hemosit
kiiltiirii calismalarinda prohemositlerin plazmatositler, graniilositler ve sferiilositlere
farklilasabilecegi  bildirilmistir  [125]. Pseudoplusia  includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae) ve Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) hematopoietik organlarinda prohemositler ve plazmatositlerin varligi
belirlenmis ancak diger hemosit tipleri sadece dolasimda tespit edilmistir [126].
Aym1 c¢alismada hematopoietik organlardaki  prohemosit/plazmatositler ve

dolasimdaki o©nositoidler hari¢ tiim hemosit tiplerinin aktif olarak boliinebildigi
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bildirilmistir [126]. Giiniimiizde hemositlerin olusumu ve farklilasmasi hakkinda
farkli teoriler olsa da genel kani (1) prohemositlerin hematopoietik organlarda ilk
olarak plazmatositlere farklilastigi, diger hemosit tiplerinin ise dolasima salindiktan
sonra farklilastigt ve (2) dolasimdaki hemosit populasyonlarinin hiicre
farklilagmalarindan sonra devam eden hiicre boliinmeleri ile saglandig: seklindedir
[52]. Ancak literatirde G. mellonella’da hematopoietik organin varligina dair bir
veriye rastlanmamustir. G. mellonella’da mitotik indeksin arastirildig bir ¢calismada
dolasimdaki hemositlerin % 1 oraninda mitotik fazda oldugu ve bu oranin larval evre
boyunca hiicre sayilarini devam ettirmede yeterli oldugu belirlenmis ve bir

hematopoietik organa ihtiya¢ olmadigi belirtilmistir [127].

1.1.3. Hemosit Aracih Bagisiklik Tepkileri

Boceklerde hiicresel savunma reaksiyonlarinda hemositler temel olarak
fagositoz, nodiil olusumu ve enkapsiilasyonda rol almaktadirlar [52, 56, 99 - 101].
Bu hiicresel savunma tepkilerinde rol alan hemositler plazmatositler ve
graniilositlerdir, onositoidler ise daha once bahsedildigi gibi melanizasyonda gorev

alirlar [56].

1.1.3.1. Fagositoz

Fagositoz boceklerde bakteriler, viriisler, mantar ve protozoalar gibi kiiciik
organizmalara karst hemositlerin gosterdigi temel bir bagisiklik tepkisidir [52, 56,
100, 101]. Plazmatositler ve graniilositler farkli bocek tiirlerinde fagositozdan
sorumlu olan temel hiicrelerdir [56, 99, 101]. Fagositozun baslamasi hemositler
tarafindan yabanci organizmanin kendinden olmayan olarak algilanmasi ile baglar
[59, 99, 101]. Bu tanima hemositler tarafindan yabanci organizma iizerindeki
peptidoglikan, lipopolisakkarit ve -1,3- glukanlar gibi yiizey molekiillerinin direkt
olarak belirlenmesi ile olabildigi gibi [52], 6rnek tanima proteinleri veya daha genel
olarak opsoninler adi verilen ve fagosite edilecek partikiilii hiicresel saldir1 icin

isaretleyen proteinler yardimi ile de gerceklesmektedir [52]. Bu tip 6rnek tanima
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proteinleri hemolin, peptidoglikan tanima proteinleri, B-1,3- glukan tanima
proteinleri ve C-tipi lektinleri ihtiva eder [115, 128]. Direkt veya opsonin bagiml
her iki tanima sisteminde de hemositler yabanci partikiile immiin saldiriy1
baglatabilmek icin Ornek tanima reseptorlerine sahiptirler [52]. Yabanci
organizmanin tanminmasini takiben fagositoz basamaklar1 organizmaya yapisma,
organizmanin iceri alinmasi i¢in sinyal iletiminin baglamasi, yalanci ayaklarin
olusumu, yabanci maddenin hiicre iskeletinin pargasi olan aktin yardimiyla igeri
alinmasi ve fagozom denen vezikiiller icerisinde ayristirilmasi ile tamamlanir [52,
56, 59]. Bu basamaklar: takiben sindirim enzimleri iceren lizozomlar fagozomlarla

birleserek iceri alinan yabanci partikiiliin parcalanmasini saglar [129].

1.1.3.2. Nodiil Olusumu

Nodiiller fazla sayida yabanc1 partikiiliin etrafinda bulunan, genellikle melanize
olmus nekrotik bir merkeze sahip olan hiicre dis1 piht1 ve hemosit agregatlaridir [99,
101].  Boceklerde nodiiller yiiksek konsantrasyonlarda cansiz maddelere karsi
olabildigi gibi, bakteri, fungal sporlar, maya hiicreleri ve protozoonlara kars1 da
olusabilmektedir [57, 59, 99, 101]. G. mellonella ve Pieris brassicae (L.)
(Lepidoptera: Pieridae) ile yapilan calismalarda yiiksek dozlarda bakteri
enjeksiyonunu takiben nodiil olusumunun ilk asamasinin hemosit ve mikroorganizma
kiimeleri olusumu oldugu tespit edilmistir [130]. Bakteriler ile temas: takiben
graniilositler icerisinde bulunan graniiller sismeye baslar, hiicre disina go¢ ederler ve
bakterilerin tutulmasin1 saglayan yapigkan bir maddeyi hemolenfe birakirlar. Bu
durum bakteri ve hemositlerin hiicre dis1 matrikste gomiilmesini saglar. Nodiil
genisledikce graniilositler degraniilasyona devam ederler ve nodiil sikilastikca
yakalanmis bakterilerin etrafinda melanin birikimi olur.  Nodiil olusumunun
baslamasin takiben 2-4 saat sonra plazmatositler nodiiliin etrafina yapigsmaya baglar.
Nodiil olusumu yaklasik 24 saatte tamamlanir ve tamamlanmis nodiillerin etrafi
yassilasmis plazmatositlerle ¢cevrilmis olup, bakteriler ve graniilosit kalintilar1 igeren
melanize olmus bir merkeze sahiptirler [56, 130]. Nodiil olusumunda rol alan temel

hemosit tipleri graniilositler ve plazmatositlerdir ancak bazi1 arastiricilar

13



melanizasyonda rol oynayan profenoloksidaz iceriginden dolay1 Onositoidlerin de

dolayl olarak nodiil olusumunda rol aldigin1 savunmaktadirlar [57, 59, 131].

1.1.3.3. Enkapsiilasyon

Hemosit aracili enkapsiilasyon bocek bagisiklik sisteminin en Onemli
unsurlarindan biridir [21, 99, 101, 132]. Bu tepki yabanci patojenin kendinden
olmayan olarak algilanmasi, bunun etrafinda ¢ok yogun yassilasmis hemosit
tabakalarinin olugmasi ve hemosit tabakalarinda kismi veya tam melanizasyon
sonucu patojenin Oldiiriilmesi seklinde tarif edilmektedir [21, 99, 101, 132].
Enkapsiilasyon tepkisi genellikle hemositler tarafindan fagosite edilemeyecek kadar
biiylik olan partikiiller i¢in gerceklestirilir [99, 132]. Enkapsiilasyon hedefi biotik
organizmalar (trematodlar, nematodlar, parazitoitler, parazit ve parazitoit yumurta ve
larvalari, mantarlar) olabildigi gibi disaridan enjekte edilen deneysel objeler de
(sephadex boncuklari, naylon boncuklar, pamuk lifleri ) olabilmektedir [99, 131].
Kapsiil morfolojileri genellikle taksonlar arasinda benzerlik gosterir bununla beraber
kapsiillerin olusum hizi, rol alan hemosit tipleri ve kapsiillerin melanize olup
olmamas1 gibi durumlarda tiirler arasinda varyasyonlar goriilebilir [21]. Yabanci
organizma etrafinda olusturulmus genel bir kapsiil ii¢ bolge icermektedir. En alt
kapsiil tabakasi yaklasik on hiicre kalinliginda olup yassilasmamis ancak otoliz
belirtileri gosteren graniiler hiicrelerden olugsmaktadir. Orta tabaka yaklasik 20-40
hiicre kalinliginda ve hiicreler arasi bosluklari elektron yogunlugunda materyal ihtiva
eden yassilasmis plazmatositlerden olugsmaktadir. En dis katman ise 1-10 tabaka

kalinliginda graniilositlerden olusmaktadir [57, 59].

Amerikan hamam bocegi Periplaneta americana (L.) (Dictyoptera: Blattidae)
[133], ¢ol ¢ekirgesi Schistocerca gregaria (Forskal) (Orthoptera: Acrididae) [133],
biiylik balmumu giivesi G. mellonella [130], lahana beyaz kelebegi P. brassicae
[130], soya tirtili P. includens [112, 134] ve tiitiin zararlist Manduca sexta (L.)
(Lepidoptera: Sphingidae) [135] ile yapilan arastirmalarda enkapsiilasyon
olusumundaki genel siire¢ su sekildedir:

a) Hemositler tesadiifi hareketler ile veya dogrudan kemotaksisle yabanci

objeyle temas kurarlar,
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b) Graniilositler yabanci objeye tutunur ve degraniilasyona baslar,

¢) Graniilositlerden salinan graniiller yabanci ylizeye ve hemositlere tutunur,

d) Yine graniilostlerden salinan maddeler diger graniilosit ve pazmatositleri
enkapsiilasyon bolgesine ¢eker,

e) Ortama cekilen plazmatositler kapsiile yapisarak yassilasirlar ve ¢cok sayida
hiicre tabakas1 olustururlar,

f) Hiicreler aras1 bosluklar elektron yogunlugunda materyalle dolar,

g) Yabanci hedef objeye yapisan ilk graniiler hiicreler parcalanir,

h) Olusan kapsiiliin etraf1 ince bir graniilosit tabakasiyla kaplanir,

1) Kapsiil melanize olur [56].

Bocek igerisine giren patojenin yabanci olarak algilanmasini takiben kapsiil
olusumu i¢in ikinci basamak adezyon 6zelligi olmayan hemositlerin gii¢lii olarak
adezyon 0zelligi kazanmalaridir [21]. Memelilerde immiinositlerin adezyon ve gocii
hem sitokinlerle hem de adezyon faktorlerinin aktivasyon ve taginmasini saglayan
adezyon molekiilleriyle saglanir [21]. Boceklerde ise hemositler, epidermal dokular
ve yag doku hemosit adezyonunu saglayan kaynaklar olarak bildirilmistir [136, 137].
Bu faktorlerden birisi yaralanma esnasinda epidermal hiicrelerden salinan ve
hemositlerin hiicresel bir pihti olusturmasini saglayan hemokinin proteinidir [138].
Diger bir faktor kismen saflastirilmis ve lepidopter Heliothis virescens (Fabricius)
(Lepidoptera: Noctuidae) larvasinda hemositlerin enkapsiilasyon davranisini
baslattig1 bildirilen enkapsiilasyon baglatma faktoriidiir [139].  P. includens
larvasindan elde edilen ve plazmatosit yayilma peptidi (PSP1) adi verilen
sitokinlerin, plazmatositlerin yabanci ylizey {izerinde saniyeler icerisinde
yayillmalarim1 sagladigi daha once yapilan calismalarda gosterilmistir [140, 141].
PSP1 molekiilii plazmatositlerin adezyon davranigini arttirmasina ragmen
graniilositlerin yayilmasimi baskilamaktadir. PSP1 molekiiliiniin kaynaginin
graniilositler oldugunun diisiiniilmesi ve plazmatositler iizerinde farkli etkilere sahip
olmasi, kapsiil olusumunun baglatilmas1 ve bitirilmesinde bu molekiiliiniin 6nemli
rolii oldugunu diisiindiirmektedir [142]. Bircok farkli bocek tiiriinde PSP1 molekiil
homologlarinin varliginin bilinmesi bu sinyal molekiiliin plazmatosit aktivasyonunda
yaygin bir rolii oldugunu gostermektedir [142]. Omurgalilarda hiicre adezyonuna

aracilik eden kaderinler, immiinoglobulin siiper ailesi, selektinler ve integrinler
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olmak iizere dort ana reseptOr ailesi belirlenmistir. Hiicre dig1 baglanma ligantlar
icin integrinler en Onemli reseptorler olarak bilinmektedir. Son yillarda yapilan
molekiiler ¢alismalar integrinlerin graniilositler ve plazmatositler tarafindan ifade
edildigini ve bu adezyon molekiillerinin kapsiil olusumunda anahtar rol oynadigini
gostermektedir [21]. Enkapsiilasyonun tamamlanmasi olusan kapsiiliin etrafinin ince
bir graniilosit tabakasi ile kaplanmasi ile sona erer [21, 55, 112, 143]. Sonug olarak
kapsiilin melanize olmasi bu siirece eslik eder ve enkapsiile olan organizma
cogunlukla oliir [21, 52]. Enkapsiile olmus hedef organizmanin 6liimiinden sorumlu
olan faktorler ¢cok iyi bilinmemekle beraber [21], bogulma, melanizasyon esnasinda
gerceklesen profenoloksidaz aktivasyonu yoluyla lokal olarak olusan sitotoksik
kinonlar ve semikinonlar, serbest radikaller ve antibakteriyel peptitlerin 6liim ajanlari

olarak fonksiyon gosterdikleri savunulmustur [52, 59, 144 -146].

1.2. Parazitoitlerin konak bagisiklik tepkilerinden korunmasi

Parazitoitlerin konak bocek icinde gelisimi, biyokimyasal ve hormonal
etkilesimler ve konak bagisiklik sisteminin baskilanmasi gibi cesitli faktorlere
baghdir [147]. Bagisikligin  baskilanmas1  parazitoitlerin  basarili  olarak
gelisebilmelerine yardimci olan karmasik mekanizmalarla diizenlenir [148].
Parazitoit bocekler konaklarinda var olan bagisiklik tepkilerinden korunmak icin

cesitli stratejiler gelistirmislerdir [21, 39, 62, 104, 149]. Bu stratejiler:

Enkapsiilasyondan pasif olarak kacinma ve
v’ fonksiyonel bagigiklik sisteminden yoksun konak evrelerinde
ovipozisyon ve gelisme
v’ konak bagisiklik hiicrelerinin ulasamadigi bir yere ovipozisyon
v’ yabanci olarak tanimlanamayan yiizey faktorlerinin varhig
Aktif olarak enkapsiilasyonu 6nleme
v" konak hemositlerinde apoptozisi tetikleme

v' konak hemosit fonksiyonunun bozulmasi
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olarak iki grupta toplanabilir [21, 149]. Bagisiklik tepkisi gosteremeyen konak
yumurtalarina yumurta birakan parazitoitler, bagisiklik sistemi olmayan konak
evresine yumurta birakma ve gelisme i¢in iyi bir 6rnektir [21]. Diger yandan, konak
viicudunun disina ovipozisyonunu gerceklestiren ve larvalari konak viicudunun
disinda kalacak sekilde beslenen ektoparazitoitler de konak bagisiklik hiicreleri ve
efektor molekiilleri ile parazitoit ogul dolii arasindaki temasin engellendigi bir yerde
tiremeye Ornek verilebilir. Parazitoitlerin biiyiilk ¢cogunlugu ise konaklarinin tam bir
bagisiklik fonksiyonuna sahip oldugu larva doneminde konak iginde gelisimini
sirdiiriir [21]. Bazi endoparazitoitler dolasimdaki hemosit enkapsiilasyonundan
korunmak i¢in sinir gangliyonu gibi organlarda gelisimlerini siirdiiriirler ancak biiyiik
cogunlugu konak viicut boslugunda geliserek hemositlere maruz kalirlar [21].
Endoparazitoit yumurta ve larvalar1 genellikle konak tarafindan yabanci olarak
tammlanmayan yiizey faktorlerine sahiptirler [150]. Ornegin Cotesia cinsine ait
parazitoit tiirlerin yumurtalarin1 kaplayan proteinlere hemositler yapismamaktadir

[151, 152].

Diger yandan, parazitoit tiirler konak bagisiklik savunma sistemini aktif olarak
baskilayan yontemler de gelistirmislerdir [55, 153]. Konak toplam ve farkli hemosit
sayllarinda meydana gelen degisimler, enkapsiilasyonun baskilanmasi, hemosit
yayillma davraniglarinin inhibisyonu, dolasimdaki hemositlerde apoptozis ve hiicre
dongiisiiniin baskilanmasi, parazitleme sonucu konak bagisiklik sisteminde goriilen
degisimlerdir [154]. Bir¢cok durumda ovipozisyon Oncesi veya esnasinda ergin disi
parazitoit tarafindan ovipozitor araciligiyla konak igine birakilan salgilar konak
fizyolojisini diizenlemekte ve bagisiklik sistemini baskilamakta etkili olmaktadirlar
[21, 35, 36, 39, 155]. Endoparazitoit kaynakli kaliks sivisi, zehir, viriis benzeri
partikiiller (VLPler) ve/veya PDVler gibi ovipozisyon esnasinda konaga enjekte
edilen ve konak hemositlerinin hem sayisina hem de davranislarina, 6zellikle de
yapisma ve dagilmalarina etki eden faktorler konak bagisiklik sistemini
zayiflatmaktadir [21, 39, 156 - 159]. Kaliks sivist igerisinde bulunan yumurtalik
proteinleri ovipozisyon esnasinda disilerin ilireme kanalindan konak viicuduna
gecerek konak bagisiklik tepkilerinde rol alan hemositlerin [21] aktin hiicre iskeletini
bozarlar ve parazitoit yumurtalarinin konak hemositleri tarafindan enkapsiilasyonunu

engellerler [160]. Halkasal yapida ¢ift zincirli DNA genomuna sahip olan PDVleri
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su ana kadar sadece bazi ichneumonidae ve braconidae familyalarina ait tiirlerde
tespit edilebilmistir [46, 161, 162]. Konak dokularinda gen ekspresyonu ile
sentezlenen PDV proteinleri konak bagisiklik sistemini baskilarlar [141]. Konak
fizyolojisinin ve gelisiminin diizenlenmesinde parazitoit zehir bilesenlerinin farkli
etkilerinin oldugu tespit edilmistir [25, 163 - 166]. Ovipozisyon 6ncesinde disi
parazitoitin zehiri ile konagim felg etmesi, yumurta birakirken konak tiir tarafindan
rahatsiz edilmemesi bakimindan kendisine avantaj saglar. Zehir bilesenlerinin
olumciil etkileri olsa da, oldiiriicii doz altinda konaga verilen dozlarda konakta
goriilen felg olma, besin tiikketiminin azalmasi, bagisiklik sisteminin zayiflamasi ve
endokrin sistemde meydana gelen degisimler [25, 163 - 165] parazitoit ogul ddliiniin
gelismesi icin uygun sartlart olusturur. Yilan, akrep, oriimcek, salyangoz [167, 168]
ve diger bocek takimlarina ait tiirlerde [169] oldugu gibi Hymenoptera takimindaki
parazitoit tiirlerin zehir iceriginde de ¢ok sayida norotoksik etkili bilesenin mevcut
oldugu belirlenmistir [170, 171]. Bu bilesenler, enzimatik ve litik aktiviteden
yoksun, bircogu peptit ve protein yapisinda ve hiicre zar1 reseptorlerini spesifik
olarak tanima ve baglanma affinitesine sahip molekiillerdir. Essiz farmakolojik
ozellikleri sayesinde, hedef sinir hiicreleri ve sinir-kas baglantilar1 {izerinde
organizmanin hareketsiz, uyusuk hale ge¢mesi ve fel¢ olmasi ile sonug¢lanan etkilere
sebep olurlar [167, 172]. Parazitoit salgisi igerisinde bulunmasi muhtemel bu
bilesenlerin nispi O6nem ve miktarlar1 ise parazitoit tiirlere gore farklilik

gosterebilmektedir [46].

Farkli parazitoit tiirler ile yapilan bazi caligmalarda, sadece kaliks sivisi ve
PDVlerin konak gelisimini etkiledigi [160, 165, 173], diger baz1 ¢alismalarda ise,
konak gelisimindeki degisikler icin zehirin de mutlaka bulunmasi gerektigi veya
zehirin sinerjik etki yaratarak kaliks sivisinin etkisini arttirdig ifade edilmistir [163,
166, 174]. Yapilan bir calismada PDV icgeren parazitoit Diadegma semiclausum
(Helen) (Hymenoptera: Ichneumonidae) tarafindan parazitlenen konak Plutella
xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) larvalarinda toplam hemosit sayisinda
parazitlemeyi takiben ilk 12 saatlik periyotta ani bir diisiis gézlenmistir [154]. Diger
bir calismada Microplitis demolitor Wilkinson (Hymenoptera: Braconidae) PDV’leri
konak P. includens larvalarinda graniilositlerin sayisini azaltarak konak toplam

hemosit sayilarinda azalmaya neden olmustur [175]. Zehir salgisinda viriis benzeri
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partikiiller iceren Meteorus pulchricornis Wesmael (Hymenoptera: Braconidae) viriis
benzeri partikiillerinin (VLP) konak Pseudaletia separata Walker (Lepidoptera:
Noctuidae)’ya enjeksiyonunu takiben hemolenfteki graniilosit sayilar1 azalmis, buna
bagl olarak da toplam hemosit sayilart azalmistir [176]. Konak bagisiklik sisteminin
zayiflatilmasinda endoparazitoit zehirinin rolii ise bircok durumda tam olarak
aydmnlatilamamistir.  Parazitoit zehirinin Diptera larvalarinin hemositleri iizerine
morfolojik etkileri gosterilmis, parazitleme sonrast konakta hemosit sayisinin
azaldig tespit edilmistir [103, 177]. Cotesia kariyai Watanabe (Hymenoptera:
Braconidae) zehir ve PDVlerinin konak P. separata hemositlerine etkilerinin
belirlendigi bir ¢aligmada hem zehir hem de PDVlerinin ayr1 ayr1 hemosit sayisini
azalttig1 belirtilmistir [178]. Baska bir ¢alismada Cotesia plutellae (Kurdjumov)
(Hymenoptera: Braconidae) kaliks sivisinin konak bagisiklik tepkilerini baskilamada
temel bir roliiniin oldugu ancak zehirin konak hemositleri iizerine sinirlh etki
gosterdigi muhtemelen zehirin kaliks sivis1 veya PDVlerinin etkisini arttirdigi
belirtilmistir [179]. Mochiah ve arkadaslar1 [180] konak Busseola fusca (Fuller)
(Lepidoptera: Noctuidae)’da toplam hemosit sayilarinin ve plazmatosit sayilarinin
parazitoit Cotesia sesamiae Cameron (Hymenoptera: Braconidae) parazitlemesi
sonucu azaldigi belirtmisler ve zehir salgisinin bu immiin baskilamada tek basina
yeterli olmadigin1 savunmuslardir. PDV ve teratositlerinin konak immiin sistemini
baskilamada temel rolii oldugu diisiiniilen parazitoit C. plutellae’nin parazitlemesine
bagh olarak, konak P. xylostella’da toplam hemosit sayilar1 parazitlemeyi miiteakip
azalmis ve bu azalma hem graniilosit, hem de plazmatosit sayisinda meydana gelen
azalmadan kaynaklanmistir [181]. Bu koinobiont parazitoitlerin zehir salgilari
konaklar iizerinde genellikle kismi fel¢ etkisi yapmaktadir [182] ve bircok durumda
konak bagisiklik sistemini tek basina baskilamak yerine kaliks s1vis1 veya PDVlerine

yardimcidir [22, 24, 147, 157].

Koinobiont parazitoitlerin aksine idiobiont tiirler konaklarin1 kalic1 olarak felg
ederek kendi nesillerinin beslenip gelismesine uygun hale getirirler [7]. Pimpla
turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae) idiobiont bir parazitoittir ve
simbiyotik viriislerden yoksundur. Idiobiont endoparazitoitlerin zehir ve/veya
parazitlemesinin konak bagisiklik tepkilerini baskilamadaki rolii ve konak hemolenf

profiline ve hemositlerine etkileri ayrintili bir sekilde calisiilmamistir. Bununla
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beraber simbiyotik viriislerden yoksun olan idiobiont endoparazitoit zehirinin konak
bagisiklik tepkilerini baskilamada tek basina etkili oldugunu gosteren ¢ok az sayidaki
caligma literatiirde mevcuttur. Ornegin  Pimpla hypocondriaca (Retzius)
(Hymenoptera: Ichneumonidae) zehirinin konak hemositleri iizerinde sitotoksik
etkisi oldugu ve zehirin toplam hemosit sayisin1 azaltarak hemosit aracili konak
bagisiklik tepkilerini baskiladigi gosterilmistir [39].  Baska bir c¢alismada
endoparazitoit Pteromalus puparum (L.) (Hymenoptera: Pteromalidae) tarafindan
parazitlenen Pieris rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae)’de zehir aktivitesinin sonucu
olarak toplam hemosit sayis1 ve plazmatositlerin sayis1 azalirken graniilosit sayilar

artmis ve hemosit davraniglarinin degistigi belirtilmistir [50].

Hemositlerde, yabanci organizmalara veya toksik maddelere karsi bagisiklik
tepkilerini ortaya koyarken programlanmis hiicre oliimlerinin (apoptozis) meydana
geldigi [183, 184], hemosit sekillerinde ve mitotik indekste farklilagmalar oldugu
[101, 178] belirlenmistir. Apoptozis geciren hemositlerde tipik olarak hiicrede
kiiciilme, hiicre zarinda kabarciklasma, kromatinde yogunlasma ve DNA’nin
parcalanmasi dikkat cekmektedir [183, 185]. Hiicre 6liimii konak — parazitoit iliskisi
icinde genel bir ozelliktir ve apoptozis ve/veya onkozis parazitoit larvasinin konak
icinde bagarili bir sekilde gelisebilmesi icin konak uygunlugunun (6r: gelisimin
durmasi, konak bagisiklik sisteminin baskilanmasi, konak metabolizmasinin
indirgenmesi veya yeniden diizenlenmesi, konak lipitlerinin larval beslenme igin
salinmasi) diizenlenmesinde olduk¢a onemli goriinmektedir [51]. Parazitoit kaynakli
salgilarin konak hemosit apoptozisine neden oldugunu gosteren az sayida calisma
literatiirde mevcuttur ve bu ¢alismalarda genel olarak parazitoit kaynakli PDV veya
VLP’e odaklanilmistir [175, 176]. P. includens’de parazitoit M. demolitor
PDV’lerinin apoptozise neden olarak graniiler hiicrelerin sayisini azalttifi tespit
edilmistir [175]. Baska bir calismada, parazitoit M. pulchricornis zehirinde bulunan
viriis benzeri partikiiller konak P. separata’ya enjekte edildiginde bazi hemositlerin
yiizeylerinde kabarciklar olusarak sekillerinin bozuldugu ve kromatinlerinin
yogunlasip parcalanarak tipik apoptotik hiicre goriiniimii kazandiklar1 belirlenmistir
[176]. C. kariyai tarafindan parazitlenen konak P. separata’da, PDV’lerin
aktivitesine bagl olarak dolasimdaki hemositlerde apoptozis gozlenmistir [178].

Ancak VLP veya PDV enfeksiyonlarina bagl olarak olusan apoptotik hiicresel yollar

20



heniiz tam olarak bilinmemektedir [5S1]. Bunun yaninda PDV ve viriis benzeri
partikiillerden yoksun olan parazitoitlerde zehir veya parazitlemenin konak
hemositlerinde apoptozise neden oldugunu gosteren calismalar ¢ok azdir. Ornegin
simbiyotik viriislerden yoksun olan P. hypocondriaca zehiri konak Lacanobia
oleracea (L.) (Lepidoptera: Noctuidae) hemositlerinde apoptozise neden olmus ve
zehir dozu arttirildikca dolasimdaki apoptotik hemositlerin - oraninin  arttig1
belirtilmistir [186]. Baska bir calismada bir ektoparazitoit olan Nasonia vitripenis
(Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae) zehirinin, kiiltiire alinmis bocek hiicrelerinde
Na"’na kars1 plazma membran gegirgenligini arttirdigi ve hiicrelerin siserek onkoz

yoluyla oldiigi gosterilmistir [187].

Boceklerde dolasimdaki hemositlerin devami, hematopoietik organlardan ve
dolasimdaki hemositlerin mitoz bdliinmeleri ile saglanmaktadir [121, 188]. G.
mellonella, B. mori ve Euxoa declarata (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) ile
yapilan calismalarda dolasimdaki hemositlerin % 1-8 oraninda mitotik fazda oldugu
tespit edilmistir [121, 124, 189, 190]. Parazitleme esnasinda disi parazitoit
tarafindan konak icerisine aktarilan salgilarin konak hemositlerinde mitotik indekse
etkileri ile ilgili sadece bir ¢alisma bulunmustur [178]. C. kariyai PDV ve zehir
enjeksiyonunu miiteakip konak P. separate hemositlerinde mitoz bdéliinmenin
durdugu belirtilmistir [178]. Ancak PDV’lerinden yoksun olan endoparazitoit zehiri
veya parazitlemesinin konak hemositlerinde mitotik indekse etkileri ile ilgili bir

caligmaya rastlanmamaistir.

Konak bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu igerisine giren
ve gelisimini burada siirdiiren endoparazitoit yumurta ve larvalari, konagin
kendinden olmayani algilamasi sonucu konak dogal bagisiklik savunmasi riski
altindadir [37, 39, 50]. Parazitoitler yumurta ve larvalarinin konak hemositleri
tarafindan enkapsiilasyonunu engellemek icin cesitli startejiler gelistirmislerdir.
Bir¢ok durumda ovipozisyon esnasinda ergin disi parazitoit tarafindan konak icine
birakilan salgilar aktif olarak enkapsiilasyonu 6nlemede etkili olmaktadirlar [39, 132,
176]. Larval endoparazitoit M. pulchricornis tarafindan parazitlenen konak P.
separata’da hemositlerin enkapsiilasyon davranisi énemli derecede azalmistir [176].

Aymi ¢alismada viriis benzeri partikiillerin konaga enjekte edilmesi enkapsiilasyonu
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baskilamis ancak zehir enjeksiyonu etki gostermemistir [176]. Ostrinia furnacalis
(Guenee) (Lepidoptera:Pyralidae) larvalarina Macrocentrus cingulum (Brischke)
(Hymenoptera: Braconidae) zehir ve yumurtalik proteinleri enjekte edildiginde
zehirin tek bagina enkapsiilasyonu baskilamada etkili olmadigi ancak yumurtalik
proteinleri ve zehir karistminin hemositlerin enkapsiilasyon davranigini baskiladigi
belirtilmistir [191]. Baska bir calismada D. semiclausum parazitlemesine baglh
olarak konak P. xylostella hemositlerinde, parazitlemeyi takiben 24 saat sonra
hemositlerin enkapsiilasyon davraniglarinda baskilanma gozlenmistir [154]. C.
plutella tarafindan parazitlenen ve parazitlenmemis konak P. xylostella larvasinda
enkapsiilasyon arastirilmistir [181]. Buna gore boncuk enjeksiyonunu takiben 24
saat sonra parazitlenmemis larvada boncuk etrafinda melanize olmus enkapsiilasyon
materyali birikirken parazitlenmis larvada sadece birka¢ hemosit boncuklara
yapismis ve enkapsiilasyon baskilanmistir [181]. Simbiyotik viriislerden yoksun
olan P. hypochondriaca zehiri konak L. oleracea larvasinda enkapsiilasyonu % 50
veya daha fazla oranda baskilamistir [39]. Enkapsiilasyon davranisinin gézlendigi
caligmalarda genellikle larval endoparazitoitlere odaklanilmig, pupal enkapsiilasyon
tepkileri ile ilgili ¢ok az sayida ¢calismaya rastlanmistir. P. hypochondriaca zehirinin
konak L. oleracea pupuna enjeksiyonunu takiben, 1/5 kese esdegeri zehir pupal
enkapsiilasyonu neredeyse tamamen baskilamaya yeterli olmustur [192]. VLP veya
PDVlerinden yoksun olan P. puparum zehir ve parazitlemesinin konak P. rapae pup
hemositlerine etkilerinin belirlendigi bir calismada enkapsiilasyon orani kontrol
grubunda % 78 iken, zehir tatbik edilmis gruplarda bu oran % 30’a diismiistiir [50].
P. turionellae zehir ve parazitlemesinin konak G. mellonella larval ve pupal
evresinde hemosit enkapsiilasyonuna etkileri ile ilgili bir c¢alismaya ise

rastlanmamustir.

Calismamizda, konak tiir olarak kullanilan biiyilk balmumu giivesi G.
mellonella aricilar tarafindan ¢ok iyi bilinen zararh bir kelebek tiiriidiir. Ar1 bulunan
her yerde yasarlar ve disileri yumurta birakmak icin aksam karanliginda ari
kovanlarma girerler. Kovan i¢inde yumurtadan ¢ikan larvalar bal peteklerine biiyiik
oranda zarar verirler. Larvalar petegin orta taban kisminda tiineller acarak yikint1 ve
dokiintiiler meydana getirmek sureti ile zararli olurlar [193]. Arcilar, larvalarin

kovana zarar vermelerini Onlemek icin genellikle zehirli kimyasallar (pestisitler)
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kullanirlar. S6z konusu maddelerin bilingsiz ve kontrolsiiz sekilde kullanilmas1 hem
ekolojik dengenin bozulmasint hem de cevre kirliligini hizlandirmaktadir [2, 194].
Bu durumda, en zararsiz koruma yontemi olan biyolojik kontrol yontemlerinin énemi

iyice artmaktadir.

P. turionellae ¢ok sayida zararli Lepidopter tiiriin prepup ve pupunda soliter,
idiobiont ve endoparazitoit olarak gelisen bir tiirdiir. P. turionellae’nin biyolojisi
[195 - 197], iireme Ozellikleri [198], yetistirilebilecegi sentetik besin ortami ve
sentetik besin ile ilgili ozellikler [198 - 201], yag asidi bilesimi [202], glikojen
miktarindaki degisimler [203], larvalarin anal salgilarinin kimyas: ve fizyolojik
etkileri [204] ve zehir bezi ile bir dereceye kadar zehir kimyas1 [170, 205, 206]
arastirtlmistir.  Ayrica, besindeki degisikliklerin P. turionellae’da yasam ve
gelismeye [207 - 211], yag asidi bilesimi [201], glikojen sentezi [212 - 214] ve
protein miktarina [208, 212, 215] etkileri ile diisiik sicakligin ergin disi ve puplarda
meydana getirdigi fizyolojik ve biyolojik etkiler [216 - 219] de belirlenmistir.
Yapilan toksikolojik calismalarda ise, degisik agir metallerin [220 - 222], cesitli
insektisit [102, 223 - 225] ve herbisitlerin [226, 227] P. turionellae iizerindeki

etkileri arastirilmistir.

P. turionellae disilerinin zehir bezinin morfolojik ve histolojik yapisi {izerine
yapilan calismalarda [205, 206], bez hiicrelerinin yapisina bagh olarak zehir
iceriginin protein tabiatinda oldugu gosterilmistir.  Ayrica, disilerin zehir
analizlerinde protein disinda karboksilik asit ve fosforlu bilesiklerin bulundugu, fakat
karbohidratlarin bulunmadig1 ortaya konmustur [205]. P. turionellae zehir iceriginin
genis molekiiler agirlikta peptit ve proteinlerden olustugu ve igerikte biyolojik olarak
aktif molekiillerden melittin, apamin, noradrenalin, serotonin, histamin ve fosfolipaz
B’nin varligr gosterilmistir [170, 228]. Yapilan in vivo ve in vitro calismalarda,
parazitoit zehirinin lepidopter ve dipter konaklarda paralitik, sitotoksik ve sitolitik
etkileri belirlenmistir [228]. Biyolojik olarak aktif molekiiller iceren P. turionellae
zehirinin, konak G. mellonella’nin hiicresel bagisiklik tepkilerinde rol alan
hemositlerine etkileri hakkinda ise literatiirde ayrintili bir ¢calismaya rastlanmamustir.
Tez ¢alismasi kapsaminda, pup endoparazitoiti P. turionellae ile zararlh konak tiirii

G. mellonella puplarinin arasindaki parazitoit-konak etkilesimi modelinden yola
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cikilarak zehir enjeksiyonu ve dogal parazitlemenin konak hemositlerinin sayisina ve
enkapsiilasyon davranislarina etkileri belirlendi. Ayrica, parazitoit zehir enjeksiyonu
ve parazitlemesine bagli olarak konak hemositlerinde mitotik aktivite ve apoptotik
indekste meydana gelen degisiklikler de tespit edildi. P. turionellae’nin aricilik ve
ziraatte olumsuz sonuclar yaratan bir¢ok zararli konak bocek tiirii iizerinde biyolojik
ajan olarak o6nemli oldugu gbz Oniine alindiginda, parazitoit zehirinin konak
bagisiklik sistemi iizerinde etkilerinin belirlenmesinin ileride rekombinant biyolojik
insektisitlerin iiretimi dahil olmak {iizere biyolojik kontrol uygulamalarinda yarar
saglayacagl degerlendirilmektedir. Bu bakimdan, P. turionellae zehir
enjeksiyonunun ve dogal parazitlemenin konak hiicresel bagisiklik sisteminin
savunma reaksiyonlarinda is géren hemositler {izerine karsilagtirmali etkisini ortaya
koyan bu c¢alismanin, konak regiilasyonunda parazitoit salgilarinin roliinii daha
detayli olarak anlasilmasma yardim edecegi, ayrica, elde edilen verilerin bdcek
biyokimyasi, fizyolojisi, gelisim biyolojisi, biyolojik kontrol ve insan saghig ile ilgili

caligmalara da yarar saglayacag diisiiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

Konak ve parazitoit kiiltiirlerinin yetistirilmesinde 1,45x2,00x3,55 boyutlarinda
bir oda laboratuvar olarak kullanildi. Kiiltiirlerin yetistirilmesi ve tiim deneyler
siiresince, laboratuvarda 25 + 2 °C sicaklik, % 60 + 5 bagil nem ve 12:12 saat
(Aydinlik: Karanlik) fotoperiyot sartlart devam ettirildi. Laboratuvarda sicaklik
9000 BTU klima ve termostath radyator kullanilarak, nispi nem ise radyatoriin her
iki yanina asilan i¢i su dolu plastik kaplarla ve gerektiginde laboratuar zeminine su
serpilerek saglandi. Sicaklik ve nem degerleri maksimum-minimum termometre,
higrometre ve termohigrografla devamli olarak takip edildi. Aydinlik ve karanlik

siiresi fotoperiyot cihazlar ile ayarlandi.

2.1 Konak Kiiltiirleri

Konak tiiriin siiksesif kiiltiirleri laboratuvarimizda iiretimi siirdiiriilen G.
mellonella erginleri kullanilarak olusturuldu. Siiksesif kiiltiirlerin olusturulmasinda
daha once dogal petege ilaveten besin destegi olarak kullanilan ve Bronskill
[229]’den yararlanilarak hazirlanan yari sentetik besin kullanimi yerine larvalarin
dogal ortamina yakin olmasi amaciyla sadece dogal koyulasmis petek kullanildi.
Stok kiiltiirden alinan 2 disi ve 2 erkek ergini, icerisinde disilerin yumurta birakmasi
amaciyla bir miktar dogal koyulagsmis petek bulunan 5 It’lik cam kavanozlara
birakildi. Kavanozlarin agz1 hava sirkiillasyonunu dnlemeyecek sekilde bez ve iistiine
delikler ac¢ilmis kapaklar (larvalarin bezi delip kagmalarini Onlemek igin) ile
kapatildi. Larvalarin beslenebilmesi amaciyla populasyon yogunluguna bagl olarak,
kavanozlara zaman zaman yeterli miktarda petek ilave edildi. Bu sekilde elde edilen
konak larva ve puplari, parazitoit ve konak kiiltiirlerinin devaminda ve deneylerde
kullanildi. Ayrica, konak kiiltiirlerinin hizli bir sekilde iiretilmesi ve pup elde etmek

icin gerektiginde 30-35°C’ye ayarlanmis etiivler kullanildi.
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2.2 Parazitoit Kiiltiirleri

Deneylerde parazitoit olarak idiobiont, soliter ve pup endoparazitoiti P.
turionellae kullanildi.  P. turionellae stok kiiltiirliniin 0ziinii laboratuvarimizda
yetistirilmekte olan P. turionellae erginleri olusturdu. Besin olarak dogal petek
kullanilarak yetistirilen konak larvalar1 son larva evrelerine dogru kiiltiirden alinip
icerisinde sadece katlanmis kagit bulunan kavanozlara birakildi. Kavanozlar iizeri
delinmis kapaklar ile kapatilarak konak stok kiiltiirlerinin yetistirildigi laboratuvara
alindi. Larvalardan elde edilen puplar, P. turionellae stok Kkiiltiiriiniin
hazirlanmasinda kullanildi. Parazitoit tiretimi icin konak puplar1 P. turionellae ergin
disileri tarafindan parazitletildi. Elde edilen ergin bireyler parazitoit kiiltiiriiniin
devaminda, deney gruplarinin olusturulmasinda, zehir elde edilmesinde ve
parazitlemede kullanildi. Parazitoit kiiltiirleri, konak kiiltiirleri ile ayni1 laboratuvar
kosullarinda tutuldu. P. turionellae erginleri her giin % 30 bal ¢6zeltisi ve iki giinde

bir konak pup hemolenfi ile beslendi.

2.3 G. mellonella Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi

G. mellonella’da hemosit tiplerinin belirlenebilmesi amaciyla 15 — 20 g
agirliginda son evre larvalar ve 8 — 10 g agirligindaki puplar kullanildi. Hemolenf
elde edebilmek icin son evre larvalar -20 °C’de 3 dakika bekletilerek hareketlerinin
yavaslamasi saglandi, puplarda uyusturma uygulamasina gerek duyulmadi. Larva ve
puplar % 95’lik etanol ile silindikten sonra, larvalar birinci arka bacak iistiinden,
puplar ise karin kismindan ince uc¢lu diseksiyon ignesi ile delinip mikrokapiler tiip
(SIGMA) yardimiyla 5 pl hemolenf elde edildi. Hemolenf melanizasyona izin
vermeden hizli bir sekilde daha Once alkolle temizlenmis lamlar {izerine alinarak
yayilldi ve oda sicaklifinda kurumaya birakildi. Lamlarin kurumasini takiben
hemositlerin fiksasyonu i¢in lamlar 5 dakika siire ile metanol icinde bekletildi ve
metanol lizerlerinden akitilarak kurumaya birakildi. Hemositlerin boyanabilmesi i¢in

taze olarak hazirlanan Giemsa boyama ¢o6zeltisi kullanildi.
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Giemsa Boyama Cozeltisinin Hazirlanmasi:

Boyama c¢ozeltisinin hazirlanabilmesi icin, 3 ml Giemsa boya soliisyonu
(MERCK Giemsa’s Azure Eosine Methylene Blue Solution), icerisinde 57 ml PBS
(pH = 7,4) bulunan lam boyama kaplarina yavasca damlatilarak karistirildr ve 10
dakika bekletildi.

Tespit isleminden sonra kurutulan lamlar giemsa boyama c¢ozeltisi igine
alimarak boyanmalar1 saglandi. Preperatlar Giemsa boya cozeltisi i¢inde 10-15
dakika bekletildikten sonra PBS ile yikandi1 ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Kuruyan lamlar entellan ile kapatilarak Olympus BX51 marka mikroskopta incelendi

ve hemosit tipleri belirlenerek fotograflart ¢ekildi.

Hemosit tiplerinin belirlenebilmesi icin ayrica faz - kontrast mikroskobu da
kullanildi. Yukarida anlatildig1 sekilde elde edilen hemolenf dogrudan lam iizerine

yayild1 ve Olympus BX51 marka faz — kontrast 6zelligi olan mikroskopta incelendi.

2.4 P. turionellae zehir dozlarinin olusturulmasi, enjeksiyonu ve

parazitleme

P. turionellae disilerinin zehir bezi iceriginin konak pupal hemositlerine
etkilerinin belirlendigi deneysel ¢calismalarda 10-20 giinliik P. turionellae disilerinin
zehiri kullanmildi.  Parazitoit ovipozitorleri kavranip cekilmek suretiyle bocekten
ayrild1 ve zehir keseleri stereo mikroskop altinda diseksiyon igneleri ile ¢ikartilarak
icerisinde fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS Sigma pH = 7,4) bulunan ve buz
tizerinde bekletilen ependorf tiipleri icine alindi. Zehir enjeksiyonu deneylerinde
parazitoit zehirinin daha 6nceki calismada [228] belirlenen LDgg [LDgg = 0,06 (0,057
—0,080) kese esdegeri zehir (KEZ) / pup] degeri altindaki farkli dozlar1 kullanildi.
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Zehir dozlari;

1 Disi Zehir Kesesi — 100 ul PBSicine — 0,05 KEZ
1 Disi Zehir Kesest — 250 ul PBSicine — 0,02 KEZ
1 Disi Zehir Kesesti — 500 ul PBSicine — 0,01 KEZ

1 Disi Zehir Kesesi — 1000 ul PBS icine — 0,005 KEZ

olacak sekilde hazirlandi. Diseksiyon ignesi ile zehir keseleri delinerek icerigin
farkli derisimler icin hazirlanan farkli miktarlardaki PBS cozeltilerine geg¢mesi
sagland1 ve zehir keseleri soliisyondan uzaklastirildi. Hazirlanan ependorf tiipleri
icerisindeki farkli dozlardaki zehir soliisyonlar1 bekletilmeden zehir enjeksiyonu

deneylerinde kullanildi.

Pupal evrenin farkli donemlerinde hemosit sayr ve morfolojilerinin
degisebilece8i goz Oniine alinarak tiim deney gruplarinda 1-2 giinlik G. mellonella
puplart kullanildi. Her KEZ degeri i¢in puplara 10 ul’lik Hamilton marka
mikroenjektor ile 5 pl zehir soliisyonu enjekte edildi. Enjeksiyon yeri olarak pupta
abdomenin son iki segmentinin arasi tercih edildi. Enjeksiyon isleminden sonra
hemolenf kaybin1 engellemek igin enjeksiyon bolgesi vazelin (Petroleum jelly,

Sigma) ile kapatildi [39].

Farkli kese esdegeri zehir dozlarimin konak larval hemositlerine etkilerinin
belirlendigi deneylerde parazitoit zehirinin daha onceki caligmada [228] belirlenen
LDy9 [LDg9 = 1,1 (0,66— 3,64) kese esdegeri zehir (KEZ) / larva] degeri altindaki
farkli dozlar secildi.
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Zehir dozlari;

10 Disi Zehir Kesesi — 100 ul PBSicine — 0,5 KEZ
2 Disi Zehir Kesesi — 100 ul PBSi¢cine — 0,1 KEZ
1 Disi Zehir Kesesi — 100 ul PBS icine — 0,05 KEZ

1 Disi Zehir Kesesi — 250 ul PBSi¢cine — 0,02 KEZ

olacak sekilde hazirlandi. 10 pl’lik Hamilton mikroenjektor yardimiyla her KEZ
dozu S5’er ul olacak sekilde larvalara birinci arka bacak iistiinden enjekte edildi ve

enjeksiyon bolgesi vazelin ile kapatildi.

Parazitlemenin G. mellonella pupal hemositlerine etkilerinin belirlendigi
calismalarda 1-2 giinliik puplar parazitlemeleri i¢in P. turionellae disilerine sunuldu.
Her bir pupa tek bir parazitoit disisinin yumurta birakmasi saglandi1 ve parazitlendigi
gozlenen puplar ikinci bir parazitleme olmamasi amaciyla ortamdan ayrildi. G.
mellonella larvalarinda parazitleme gerceklestirilemedigi i¢in parazitlemenin konak

hemositlerine etkileri sadece pupal evrede belirlendi.

Kontrol gruplari icin bos enjeksiyon yapilmis, 5 ul PBS enjekte edilmis ve
herhangi bir isleme tabi tutulmamis normal pup ve larvalar kullanilmak {izere ii¢ ayr1
kontrol serisi olusturuldu. Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu diger deney
gruplarinda oldugu gibi pupta abdomenin son iki segmenti arasindan, larvada ise
birinci arka bacak iizerinden yapildi ve hemolenf kaybini engellemek icin enjeksiyon

bolgesi vazelin ile kapatildi.

2.5 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak toplam hemosit sayisina

etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak pupu toplam

hemosit sayisina etkilerinin belirlendigi ¢calismalarda 0,05, 0,02, 0,01 ve 0,005 KEZ
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dozlar taze olarak hazirlanip bekletilmeden puplarda abdomenin son iki segmenti
arasina enjekte edildi ve enjeksiyon bolgesi vazelin ile kapatildi. Parazitleme bir disi
parazitoit basina bir pup verilmek suretiyle gerceklestirildi. Enjeksiyonu ve
parazitlemeyi takiben 4, 8 ve 24 saat sonra puplardan hemolenf alinip hemosit
sayilart belirlendi. Zehir enjeksiyonunun G. mellonella larvasi toplam hemosit
sayilarina etkilerinin belirlenmesi i¢in 0,5, 0,1, 0,05 ve 0,02 KEZ dozlart hazirlanip
bekletilmeden larvalarda birinci arka bacak iizerinden enjekte edildi ve enjeksiyon
bolgesi vazelin ile kapatildi. Enjeksiyonu takiben 4, 8 ve 24 saat sonra larvalardan

hemolenf alinarak hemosit sayilari belirlendi.

Kontrol gruplarimi herhangi bir isleme tabi tutulmamis, bos enjeksiyon
yapilmis ve PBS enjeksiyonu yapilmis konak larva ve puplar1 olusturdu. Deney
gruplar1 olusturulurken herbir zehir dozu, parazitleme ve kontrol gruplari icin 15’er
pup ve larva kullanildi. Enjeksiyon yapilmis ve herhangi bir isleme tabi tutulmamis
15’er pup ve larva beserli gruplara ayrilarak 4, 8 ve 24 saatlik toplam hemosit
sayilar1 belirlendi. Parazitlemenin G. mellonella toplam hemosit sayilarina etkileri
ise yine 15’er pup kullanilarak 4, 8 ve 24 saat sonra belirlendi. Tiim KEZ dozlari,

parazitleme ve kontrol gruplarini iceren deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

Farkl1 deney ve kontrol gruplarinda toplam hemosit sayilarinin belirlenebilmesi
icin puplar karin kisimlarindan ince uglu igneyle delindi ve 4 ul hemolenf
mikrokapiler tiip (Sigma) yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf Ornegi buz
tizerinde bekletilen ve icerisinde 20 ul antikoagulan (0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl,
0,017 M NaEDTA ve 0,041 M Sitrik asit, pH = 4,5) [109, 178, 181] bulunan
ependorf tiiplerine aktarildi. 1: 6 oraninda segreltilmis hiicre siispansiyonu
mikropipet yardimiyla birkag kez cekilip birakilmak suretiyle karistirildi ve hiicre
siispansiyonundan 10 pl mikropipet ile cekilerek 0,100 mm derinlige sahip Neubauer
hemositometresine (Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) (Sekil
2.1) yiiklendi. Larval hemolenf ©Ornedi birinci arka bacak {izerinden yine
mikrokapiler tiip yardimiyla elde edildi. Larvada hemosit sayilarinin pupa gore fazla
olmasindan dolay1 4 ul hemolenf 36 pl antikoagulan icerisine alinarak 1: 10 oraninda

seyreltme yapildi ve Neubauer hemositometresine yiiklendi. Hemositler Olympus
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BXS51 marka Faz — Kontrast mikroskobunda sayildi ve bir mililitre hemolenfteki

hemosit sayis1 olarak belirlendi.

IMPROVED EI
NEUBAUER

1/400 SQ. MM.

1/10 MM.deep H |D]

L ]

Sekil 2.1. Neubauer Hemositometre Lami

Neubauer hemositometresi tizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu sayim
alanlarinin bir c¢ukurlukla birbirinden ayrildigr sayma lamidir. Her bir sayim
alaninda koselerde dort tane 1 mm?>lik boliimler (biiyiik kareler) bulunur. Bunlar 16
tane orta biyiiklikte kareye ayrilmistir (1/4 x 1/4 = 1/16 mm?). Ortada bulunan
biiylik kare ise 25 tane orta biiyiikliikkte kareye ayrilmistir. Orta biiylikliikteki
karelerin etrafi ¢ift cizgi ile cevrilmistir. Herbir orta kare de 16 kiigiik kareye
boliinmiistiir (Sekil 2.2). Boylece, ortadaki alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiigiik
kare vardir. Bir kiiciik karenin alam 1/20 x 1/20 = 1/400 mm”dir. Sayim alani
disinda kalan kenarlar, sayim alani yiizeyinden 0,1 mm yiiksektir. Sayim alani
tizerine hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim alani yiizeyi arasinda
0,1 mm'lik bir bogluk kalir. Boylece lam ve lamel arasinda kalan her karenin hacmi

hesaplanabilir:

En biiyiik (1mm?1ik) karenin hacmi =1 X 1 X 0,1 = 0,1 mm’
0,1 mm’ = 0,0001 cm® = 0,0001 ml’dir.

Deney gruplarimizda hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta
biiyiikliikte kareye ayrilmis ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye boliindiigii 1
mm?lik biiyiik karenin tamami sayilarak toplam hemosit sayilari belirlendi.
Mililitredeki toplam hemosit sayisinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden
yararlanild1:

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayis1 x 10*
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Sekil 2.2. Neubauer hemositometresi sayim alani

2.6 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak farkli hemosit

sayllarina etkileri

Zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin G. mellonella pup ve larvasinda farkli
hemosit sayilarina etkilerinin belirlenebilmesi i¢in yukarida anlatildigir sekilde
(Boliim 2.5) deney gruplari olusturuldu. Son evre G. mellonella larvalaria 0,5 KEZ,
0,1 KEZ, 0,05 KEZ ve 0,02 KEZ enjeksiyonu, 1-2 giinlik G. mellonella puplarina
0,05 KEZ, 0,02 KEZ, 0,01 KEZ ve 0,005 KEZ enjeksiyonu ve parazitlemeden 4, 8
ve 24 saat sonra hemolenf oOrnekleri mikrokapiler tiip yardimiyla alinarak
melanizasyona izin vermeden hizli bir sekilde daha once alkolle temizlenmis lamlar
tizerine yayildi. Kontrol grubu olarak kullanilan ve higbir isleme tabi tutulmamis
normal larva ve puplar ile bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis larva ve
puplardan da aymi sekilde hemolenf ornekleri alinip lam {izerine yayilarak oda

sicakliginda kurumaya birakildi.  Lamlarin kurumasini takiben hemositlerin
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fiksayonu icin lamlar 5 dakika siire ile metanol i¢inde bekletildi ve metanol

tizerlerinden akitilarak kurumaya birakildi.

Tespit isleminden sonra kurutulan lamlar giemsa boya cozeltisi icine alinarak
pup hemolenfi preperatlarinda 15 dakika, larva hemolenfi preperatlarinda 10 dakika
bekletildi ve boyanmalart saglandi. Boyanma siiresi sonunda lamlar saf su ile
yikandi, en son PBS’den gecirildi ve kurumaya birakildi. Farkli hemosit sayilarinin
belirlenebilmesi i¢in preperatlar entellan ile kapatilarak 1s1k mikroskobunda X1000
defa biiyiitiilerek incelendi. Pupal evrede her kese esdegeri zehir dozu, parazitleme
ve kontrol gruplan ic¢in ve larval evrede kese esdegeri zehir dozlari ve kontrol
gruplar icin hazirlanan preperatlarda 1000 hiicre sayilarak farkli hemosit tiplerinin

sayilar1 belirlendi ve deneyler dort kez tekrar edildi.

27 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak hemositlerinde

apoptotik indekse etkileri

Hiicre apoptozuna 6zgii 6zelliklerin belirlenebilmesi i¢in floresans mikroskobu
yaygin olarak kullanilmaktadir. Deneylerde apoptotik indeksi belirlemek amaciyla
hiicre DNA’sin1 boyayan Acridine Orange (AO) ve sadece membran biitiinliigii
bozulmus gec apoptotik veya nekrotik hiicreleri boyayan Ethidium Bromide (EB)
boyalar1 kullanildi. Acridine orange’in canli ve 0li hiicrelerin igerisine girip cift
zincirli DNA’ya baglanmasi sonucu yesil floresans, tek zincirli RNA’ya baglanmasi
ve lizozomlarda birikmesi sonucu kirmizi veya turuncu floresans yayilmaktadir
[230]. Ethidium bromide ise membran biitiinligli bozulmus hiicrelere girerek
DNA’ya baglanip kirmiz1 floresans yaymaktadir (apoptozisin ge¢ evresi ve nekroz).

Bu ¢ift boyama kullanilarak dort hiicre grubu tespit edilebilmektedir;

e Canl hiicreler (Niikleus yesil, sitoplazma turuncu veya kirmizi goriinebilir).

e Erken apoptozis (Hiicre membran biitiinliigli bozulmamistir ancak kromatin

yogunlagmas1 ve fragmantasyonu vardir, niikleus parlak yesil goriiniir).
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e Gec apoptozis (Sekonder nekroz veya apoptotik nekroz da denmektedir.
Ethidium Bromide membran biitiinliigii bozulmus hiicrelere girerek niikleusu
turuncu renge boyamaktadir. Kromatin yogunlagsmasi ve fragmantasyonu

vardir).

e Nekroz (Sekil olarak normal olan turuncu niikleus gozlenir) [230, 231].

AO ve EB genel olarak apoptozisin belirlenmesinde kullanilan floresans
boyalar olmasina ragmen bodcek hemositlerinde apoptotik indekste bu yontemin
kullanildig1 bir calismaya rastlanmadi. Bu nedenle calismalarin ilk etabinda
boyalarin G. mellonella hemositleri icin uygun olabilecek farkli derisimleri denendi
ve PBS i¢inde hazirlanan 100 pg/ml AO ve 100 pg/ml EB ¢o6zeltisi karistminin

hemositler icin uygun olduguna karar verildi.

P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak larva ve pup
hemositlerinde erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli hiicre sayilarina
etkilerinin belirlendigi calismalarda pup i¢in 0,05, 0,02, 0,01 ve 0,005 KEZ dozlari,
larva i¢in ise 0,5, 0,1, 0,05 ve 0,02 KEZ dozlar1 hazirlanarak bekletilmeden G.
mellonella larva ve puplarina enjekte edildi. Hemolenf kaybini engellemek igin
enjeksiyon bolgesi vazelin ile kapatildi. Parazitlemenin apoptotik indekse etkilerinin
belirlendigi calismalarda 1-2 giinliikk G. mellonella puplart P. turionellae disilerine
sunuldu. Kontrol gruplarinda bos enjeksiyon yapilmis, 5 ul PBS enjekte edilmis ve
herhangi bir isleme tabi tutulmamis normal pup ve larvalar kullanilmak {izere ii¢ ayr1
kontrol serisi olusturuldu. Zehir enjeksiyonu ve parazitlemeyi takiben 4, 8 ve 24 saat
sonra hemolenf ornekleri alinip erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli
hiicrelerin sayilar belirlendi. Bunun icin G. mellonella larva ve pup hemolenfi lam
izerine yayild1 ve sirastyla 100 pg/ml AO ve 100 ug/ml EB c¢ozeltilerinden 5 ul ilave
edilerek bekletilmeden Olympus BXS51 marka floresans mikroskobunda mavi 1sikta
incelendi. Her KEZ dozu ve zaman icin hazirlanan preperatlarda 500 hiicre sayildi
ve biitiin deneyler iic kez tekrar edildi. Elde edilen sonuglar yiizde (%) olarak

degerlendirildi.

34



2.8 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak hemositlerinde mitotik

indekse etkileri

P. turionellae farkli kese esdegeri zehir dozlarinin ve parazitlemesinin konak
G. mellonella hemositlerinde mitotik indekse etkilerinin belirlendigi caligmalarda
pup icin 0,05, 0,02, 0,01 ve 0,005 KEZ, larva icin ise 0,5, 0,1, 0,05 ve 0,02 KEZ
dozlar1 hazirlanarak bekletilmeden G. mellonella larva ve puplarina enjekte edildi.
Hemolenf kaybini engellemek icin enjeksiyon bolgesi vazelin ile kapatildi.
Parazitlemenin mitotik indekse etkilerinin belirlendigi calismalarda 1-2 giinliik G.
mellonella puplart P. turionellae disilerine sunuldu. Kontrol gruplarinda bos
enjeksiyon yapilmis, 5 ul PBS enjekte edilmis ve herhangi bir isleme tabi tutulmamis

normal pup ve larvalar kullanilmak iizere {i¢ ayr1 kontrol serisi olusturuldu.

Zehir enjeksiyonu ve parazitlemeyi takiben 4, 8 ve 24 saat sonra hemolenf
ornekleri alimip mitotik evredeki hiicrelerin sayilar1 belirlendi. Bunun i¢in G.
mellonella larva ve pup hemolenfi lam iizerine yayildi ve sirasiyla 100 pg/ml AO ve
100 pug/ml EB c¢ozeltilerinden 5 pl ilave edilerek bekletilmeden Olympus BXS51
marka floresans mikroskobunda mavi 1s1kta incelendi. Her KEZ dozu ve zaman icin
hazirlanan preperatlarda 500 hiicre sayild1 ve biitiin deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

Elde edilen sonuglar yiizde (%) olarak degerlendirildi.

2.9 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak hemositlerinde in vivo

enkapsiilasyon ve melanizasyona etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak larva ve pup
hemositlerinin enkapsiilasyon ve melanizasyon davranislarina etkilerinin belirlendigi
caligmalarda enkapsiilasyon hedefi olarak Sephadex DEAE A-25 (40-120 pm
capinda) kromotografi boncuklar1 kullanildi.  Boncuklarin bocek icerisinde
bulunmasinit kolaylastirmak amaciyla 6ncelikle boncuklar ependorf santrifiij tiipiine
alind1 ve iizerlerine PBS ic¢inde hazirlanan %]1°lik Coomassie mavisi ¢ozeltisi
(Brilliant Blue G Sigma) mikropipet yardimiyla ilave edildi [39]. Sephadex A-25

boncuklar1 bu boya ¢ozeltisi icerisinde 1 saat bekletilerek boyanmalar saglandi. Bir
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saatin sonunda supernatant uzaklastirildi ve boncuklar iizerine taze PBS eklenerek

boncuklarin yikanmasi saglandi. Yikama islemi ii¢ kez tekrar edildi [39].

Deney gruplarinin olusturulmasinda Boliim 2.5°de bahsedildigi sekilde P.
turionellae farkli KEZ dozlar1 hazirland1 ve kontrol grubu olarak hicbir isleme tabi
tutulmamis son evre larva ve 1-2 giinlik G. mellonella puplari, bos enjeksiyon ve
PBS enjeksiyonu yapilmis larva ve puplar kullanildi. Enjeksiyon bolgesi hemolenf
kaybini engellemek i¢in vazelin ile kapatildi. Enjeksiyon ve parazitleme isleminden
1 saat sonra, daha Once hazirlanan ve igerisinde 15 — 20 adet Sephadex A-25
boncugu bulunan stok boncuk c¢ozeltisinden 10 pl PBS Hamilton marka
mikroenjektor (50 ul’lik ve 22 g enjektor uglu) yardimiyla ¢ekilerek konak larva ve
puplarina enjekte edildi. Deney gruplar1 olusturulurken her zehir dozu, parazitleme
ve kontrol gruplart i¢in beser pup ve larva kullanildi. Enjeksiyon yapilmis ve
herhangi bir isleme tabi tutulmamis 15°er pup ve larva beserli gruplara ayrilarak
kiiltiir odasina alindi. Parazitlemeyi ve zehir enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saat
sonra stereomikroskop altinda 40’lik biiyiitmede pup ve larvalar disekte edildi.
Larva ve puplarin tiim viicut bolgeleri incelenerek bulunan boncuklar ince uglu
diseksiyon ignesi yardimiyla alinip iizerinde bir damla PBS bulunan lam iizerine
aktarildi, lamel ile kapatilarak mikroskopta incelendi ve hemositlerin enkapsiilasyon

davraniglar1 belirlendi. Bocek icerisinden ¢ikarilan boncuklar;

¢ boncuk enkapsiile olmamis veya iizerinde birka¢c hemosit var ise enkapsiile
olmamus,

¢ Dboncuk iizerinde 2-10 katman hemosit var ise zayif enkapiile olmus,

¢ boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katman1 var ise giiclii enkapsiile
olmus

olarak ii¢ farkl sekilde ele alind1 [232].
Ayrica bocek icerisinden alinan ve enkapsiile olmus boncuklar melanize olup

olmamalarina gore de degerlendirildi ve melanizasyon yiizdeleri hesaplandi. Biitiin

KEZ dozlar, parazitleme ve kontrol gruplarini iceren deneyler ii¢ kez tekrar edildi.
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2.10 istatistik

Biitiin deney sonuglarindan elde edilen ortalamalar bir, iki ve/veya ii¢ yonlii
varyans analizleri (ANOVA) ile karsilastirildi. Ortalamalar aras1 farklar Tukey
gercekten anlamli farklilik (Tukey HSD) testleri ile belirlendi. Veri analizinde SPSS
istatistik programi [233] kullanildi. Yiizde olarak verilen tiim degerler analizlerden
once arcsiniis karekokleri alinarak normallestirildi ve istatistiksel analizlere tabii
tutuldu. Ancak, sonuglar yiizde olarak sunuldu. Sonuglar P < 0.05 diizeyinde

istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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3. BULGULAR

3.1 G. mellonella’ da hemosit tipleri

G. mellonella’da farkli tipteki hemositler Giemsa ile boyandiklarinda
cekirdekleri acik-koyu pembe, sitoplazmalar ise agik-koyu lacivert olarak boyandi.
Mikroskobik inceleme sonucunda G. mellonella larva hemolenfinde mevcut olan
hemosit tipleri plazmatositler (Sekil 3.1), graniilositler (Sekil 3.2), sferiilositler (Sekil
3.3), prohemositler (Sekil 3.3) ve oOnositoidler (Sekil 3.4) olarak belirlendi. Pup
hemolenfinde ise plazmatositler (Sekil 3.5), graniilositler (Sekil 3.6) prohemositler
(Sekil 3.7) ve sferiilositler (Sekil 3.7) temel hemosit tipleri olarak belirlendi ancak

incelenen hicbir pup preperatinda onositoidlere rastlanmadi.

Sekil 3.1. G. mellonella son evre larvasinda plazmatositler. Olcii bar1: 10 um.
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Sekil 3.2. G. mellonella son evre larvasinda graniilositler. Olcii bari: 10 pm.

Sekil 3.3. G. mellonella son evre larvasinda Prohemosit (a); Sferiilositler (b), (c).
Olg¢ii Bari: 10 pm.
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Sekil 3.4. G. mellonella son evre larvasinda 6nositoidler. Olgii bari: 10 um.

Sekil 3.5. G. mellonella pup evresinde plazmatositler. Olgii bart: 10 um.
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Sekil 3.6. G. mellonella pup evresinde graniilositler. Olgii bari: 10 um.

adu -

ﬂ O h — I
Sekil 3.7. G. mellonella pup evresinde Prohemosit (a), Sferiilosit (b). Ol¢ii bar1: 10
pum.

Sekil 3.8. G. mellonella larvasinda graniilosit (gri ok), plazmatositler (siyah ok),
onositoid (beyaz 0};), sferiilositler (beyaz ok ucu), prohemosit (siyah ok ucu). Faz-
kontrast fotografi, Olgii Bar1 = 10 pm.
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3.2 P. turionellae 1zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak G.

mellonella pupu toplam hemosit sayilarina etkileri

P. turionellae farkli kese esdegeri zehir dozlarinin ve parazitlemesinin konak
G. mellonella pupu toplam hemosit sayilarina etkileri ii¢ tekrarli deney serileri ile
belirlendi. Tablo 3.1°de goriildiigii gibi higbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella
pupunda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda hemosit sayilar1 sirasi ile 10,60, 12,00 ve
10,14 x 10° hiicre/ml olarak belirlendi (Tablo 3.1). Deneyleri miiteakip, 4 (F=6,614;
sd=7, 112; P=0,000), 8 (F=19,972; sd=7, 112; P=0,000) ve 24 (F=11,864; sd=7, 112;
P=0.000) saatin sonunda G. mellonella pupunun hemosit sayist deney ve kontrol
gruplar1 arasinda onemli farklilik gosterdi (Tablo 3.1). Parazitleme ve deneysel
olarak P. turionellae zehirine maruz kalan G. mellonella pupunda dolasimdaki
toplam hemosit sayilart hicbir isleme tabi tutulmamis puplara gére 6nemli derecede
azald1 (Tablo 3.1, Sekil 3.9). Zehir enjekte edilmis ve parazitlenmis gruplarda
mililitredeki toplam hemosit sayisi tiim zaman donemlerinde normal puplara gore %
50’den fazla azalma gosterdi (Tablo 3.1). Toplam hemosit sayis1 en yiiksek doz olan
0,05 KEZ enjeksiyonunda 4 saatlik periyotta 4,02 x 10° hiicre/ml bulunurken, 8
saatlik periyotta 2,85 x 10° hiicre/ml’ye, 24 saat sonra ise elde edilen en diisiik deger
olan 2,48 x 10° hiicre/ml’ye diistii (Tablo 3.1). Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu
yapilmig gruplarda toplam hemosit sayilari hicbir isleme tabi tutulmamis normal
puplardan daha cok zehir enjeksiyonu yapilmis ve parazitlenmis gruplara benzerlik
gosterdi (Tablo 3.1, Sekil 3.9). Enjeksiyon yapilmis tiim gruplarda 6zellikle 4 ve 8
saatlik periyotlarda toplam hemosit sayilarinda normal puplara gore istatistiksel
olarak anlami azalmalar oldu. Bununla beraber mililitredeki toplam hemosit sayisi
bos enjeksiyon yapilmis puplarda 8 saatlik (7,98 x 10° hiicre/ml) ve 24 saatlik
periyotlarda (7,17 x 10° hiicre/ml) ve PBS enjekte edilmis puplarda 24 saatlik
periyotta (6,73 x 10° hiicre/ml) zehir enjekte edilmis ve parazitlenmis gruplara gore
yiiksek bulundu. PBS enjekte edilmis gruplarda enjeksiyonu takiben 24 saat sonra
toplam hemosit sayisinda meydana gelen artis 4 ve 24 saatlik gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bulundu. Cift yonli ANOVA sonuclarina gore konak
pupal hemosit sayilarina zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin etkisi deney gruplarina
baglh (P=0,000) ancak zamana bagl degildi (P=0,517). Deney ve kontrol gruplari ile

hemosit sayis1 arasindaki etkilesim zamandan etkilenmedi (P=0,109) (Tablo 3.2).
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Tablo 3.1. Zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin G. mellonella pupu toplam hemosit
sayilarina (XlO6 hiicre/ml) etkileri.

Toplam Hemosit Sayilar

(x10° hiicre /ml) fstafistik
#
Deney Gruplari (Ortalama + SH) (ANOVA)
Deneyi miiteakip gozlem
zamani (saat)
4 8 24 F df P
10,60+ 12,00+ 10,14 +
Normal Pup 150" 11 11 0,601 2,42 0,553
o 6,57 £ 7,98 + 7,17 £
Bos Enjeksiyon 0,395 2,42 0,676

130 110 0,9% %
3,99 + 3,20 + 6,73 +
0.6°* 0,5¢X 0,5%"
3,82+ 4,87 + 4,67 +

PBS Enjeksiyon 11,829 2,42 0,000

0,005 KEZ A var 0996 2,42 0378
05" 06 0,6™
407+ 337+ 526+

0,01 KEZ \ L. 2243 2,42 0,119
07°* 05 07"
412+  339%  383%

0,02 KEZ A | 0451 2,42 0,640
05" 06 05
402+ 285+ 248+

0,05 KEZ 1,805 2,42 0,177

0’9bX 0’4CX 0’2dX

) 4,32 + 4,32 + 4,57 +
Parazitleme b bed 0,058 2,42 0,944
0,6°* 0,6°% 0,6°*

* Her biri 15 pupun toplam hemosit sayist ortalamalarini gostermektedir.
‘Aymi siitunda (a-d) ve satirda (x-y) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0,05).
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Sekil 3.9. KEZ dozlarinin ve parazitlemenin farkli zaman donemlerinde konak pupu toplam hemosit sayilarina etkileri. Pup: Herhangi bir
isleme tabi tutulmamis 1-2 giinliik G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.
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Tablo 3.2. Farkli deney gruplari, zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella pupu
toplam hemosit sayilarina etkilerini gosteren ANOVA tablosu.

2
Evre Kaynak sd KO F P r
Deney Gruplari 7 291,833 32,052 0,000
Zaman 2 6,020 0,661 0,517
Pup 0,42

Deney Gruplar1 x Zaman 14 13,657 1,500 0,109

Hata 336 9,105

3.3 P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larvasi toplam

hemosit sayillarina etkileri

P. turionellae farkli kese esdegeri zehir dozlarinin konak son evre larvasinda
toplam hemosit sayilarina etkileri ii¢ tekrarli deney serileri ile belirlendi. Higbir
isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasinda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda
hemosit sayilar sirasi ile 15,77, 17,51 ve 17,49 x10° hiicre/ml olarak sayild1 (Tablo
3.3). Deneyleri miiteakip 4 (F=4,967; sd=6, 98; P=0,000), 8 (F=6,283; sd=6, 98;
P=0,000) ve 24 (F=13,726; sd=6, 98; P=0,000) saat sonunda larval hemosit sayilari
deney ve kontrol gruplar: arasinda anlamli farklilik gosterdi (Tablo 3.3, Sekil 3.10).
Toplam hemosit sayilari bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda
hicbir isleme tabi tutulmamis son evre larvalara gore farklilik gostermedi. Aymi
sekilde diisiik zehir dozlarinda (0,02 ve 0,05 KEZ) toplam hemosit sayilarinda
kontrol gruplarma gore anlaml farklilik belirlenmedi. G. mellonella larvalarina 0,1
KEZ dozu enjeksiyonunu takiben 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda dolasimdaki toplam
hemosit sayilar sirasi ile 12,16, 14,77 ve 10,24 x10° hiicre/ml olarak tespit edildi.
0,1 KEZ dozu enjeksiyonunu miiteakip 4 saatlik periyotta toplam hemosit sayisinda
meydana gelen azalma hicbir isleme tabi tutulmamis, bos enjeksiyon yapilmis ve
PBS enjekte edilmis gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bulunurken, bu azalma
diisiik zehir dozlarina kiyasla anlamli degildi. Ancak 24 saat sonra mililitredeki
toplam hemosit sayisinda hem daha diisiik zehir dozlar1 hem de kontrol gruplarina

gore onemli bir azalma goriildii. En diisiik hemosit sayilar1 9,61 x 10° ve 6,21 x 10°
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hiicre/ml en yiiksek doz olan 0,5 KEZ degerinde enjeksiyonu takiben sirasiyla 8 ve
24 saat sonra belirlendi (Tablo 3.3). G. mellonella pupal hemosit sayilarinin aksine
larval hemositlere zehir enjeksiyonunun etkisi hem deney gruplarina (P=0,000) hem
de zamana baghdir (P=0,000) ve deney ve kontrol gruplar1 ile hemosit sayisi

arasindaki etkilesim zamandan etkilenmektedir (P=0,021). (Tablo 3.4).

Tablo 3.3. Zehir enjeksiyonunun G. mellonella son evre larvasi toplam hemosit
sayilaria (x1 0° hiicre/ml) etkileri.

Toplam Hemosit Sayilar

61 .
(x10” hiicre /ml)# istatistik
+
Deney Gruplari (Ortalama & SH) (ANOVA)
Deneyi miiteakip gozlem zamani
(saat)
4 8 24 F df P
Normal Larva 15772 17512 1749+ 444 2,40 0644
1,8 1,6 1,1
21,87 + 19,79 + 15,31 +
Bos Enjeksiyon 2,992 2,42 0,061
3’Oax 1’2ax 1’18.)(
21,79 + 15,83 + 16,04 +
PBS Enjeksiyon 4,653 2,42 0,015
1,3** 1,8*Y 1,6*Y
18,27 + 18,19 + 18,57 +
0,02 KEZ b 0,045 2,42 0,957
0’98. X 0’9ax 1’18.)(
18,73 + 18,28 + 14,67 +
0,05 KEZ b b 2,046 2,42 0,142
1’78. X 1’4ax 1’63 X
12,16 + 14,77 + 10,24 +
0,1 KEZ b b b 4,717 2,42 0,014
0,9°% 1,3%* 0,97
12,99 + 961 + 6,21 +
0,5 KEZ b b 6,627 2,42 0,003
1,9°* 1,1°% 0,67

* Her biri 15 son evre larvanin toplam hemosit sayisi ortalamalarim gostermektedir.
"Aymi siitunda (a-c) ve satirda (x-y) aym harfi tagiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).
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Tablo 3.4. Farkli deney gruplari (kontrol ve zehir enjekte edilmis), zaman ve

etkilesimlerinin G. mellonella son evre larvasi toplam hemosit sayilarina etkilerini
gosteren ANOVA tablosu.

Evre Kaynak sd KO F P 1
Deney Gruplari 6 556,958 17,767 0,000
Zaman 2 295982 9442 0,000
Larva 0,42
Deney Gruplan x 12 64,121 2,045 0,021
Zaman
Hata 204 31,347

3.4 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak G. mellonella pupu

farkl hemosit sayilarina etkileri

P. turionellae farkli kese esdegeri zehir dozlarmin ve parazitlemesinin konak
G. mellonella pupu farkli hemosit sayilarina etkileri dort tekrarli deney serileri ile
belirlendi. G. mellonella pupal hemosit tipleri morfolojik olarak graniilositler,
plazmatositler, prohemositler ve sferiilositler olarak siniflandirildi. Zehir enjeksiyonu
ve parazitlemenin konak farkli hemosit tiplerine etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda
tim hemosit tipleri ayr1 olarak sayildi ancak verilerin degerlendirilmesinde
graniilositler, plazmatositler ve diger hiicre tipleri olarak isimlendirildi. Tablo 3.5ve
3.6’da goriildiigii gibi hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella pupunda en yogun
bulunan hiicre tipi graniilositler ve onu takiben ikinci yogun hiicre tipi plazmatositler
olarak belirlendi. Kontrol grubunu olusturan normal puplarda 4, 8 ve 24 saatlik
periyotlarda graniilositler sirasiyla %o 560,75 + 31,8, 586,00 + 9,8 ve 576,0 + 9,9,
plazmatositler ise %o 428,0 + 30,3, 404,0 £ 9,8 ve 413,0 + 8,4 oraninda bulundu
(Tablo 3.5 ve Tablo 3.6). En yiiksek zehir dozlar1 olan 0,02 ve 0,05 KEZ dozlar1 ve
parazitlemeyi takiben 4. saatte graniilositlerin sayis1 kontrol gruplari ve daha diisiik

zehir dozlarina (0,005 ve 0,01 KEZ) gore azald1 (Tablo 3.5, Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. KEZ dozlarimin farkli zaman donemlerinde konak larvasi toplam hemosit sayilarina etkileri, Larva: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.
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Tablo 3.5. Zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin G. mellonella pupunda graniilosit
sayilarina (Graniilosit/1000) etkileri.

Grantilosit Sayilari

I (hiicre / 1000) (Ort. + SH)* Istatistik
emosit
tipi Deney Gruplari Deneyi miiteakip gozlem (ANOVA)
zamani (saat)*
4 8 24 F df P
560,75 =+ 586,00+ 576,00 +
Normal Pup ) ) 0,403 2,9 0,680
31,8* % 9,8 * 9,9**
o 531,25+ 54525+ 51325+
Bos Enjeksiyon ) ) 0,715 2,9 0,515
18,4 21,1** 17,1* *
o 613,75+ 583,25+ 520,00 +
PBS Enjeksiyon ) ) 1,360 2,9 0,305
26,6 592°* 290" *
535,25+ 509,75+ 532,75+
0,005 KEZ ) ) ) 1,362 2,9 0,304
13,4** 54 % 15,0 *
GR

56625+ 55125+ 46125+
0,01 KEZ , 4668 2,9 0,041
16,0  10,8° %  412%Y
49250 + 46425+ 45150+
83%®x 2373%  385%%
48325+ 47450+ 475,00+
33,5 % 228X 36737
37025+ 499,00 + 47525 +

Parazitleme b ) 2,059 2,9 0,184
74,8° * 17,5 * 30,6 *

0,02 KEZ 0,632 2,9 0,554

0,05 KEZ 0,024 2,9 0,976

* Her biri 1-2 giinliik 4 pupun graniilosit sayis1 ortalamalarin1 gostermektedir.
‘Aymi siitunda (a-b) ve satirda (x-y) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak énemsizdir (P>0,05). GR: Graniilosit.

Yiiksek zehir dozlar1 (0,02 and 0,05 KEZ) enjekte edilmis G. mellonella pupunda ilk
4 saatlik periyotta graniilositlerin sayilan tiim hiicrelere oran1 % 50’den az,
parazitlenmis gruplarda % 37, hicbir isleme tabi tutulmamis puplarda ise % 56 olarak
bulundu. Tablo 3.5’de goriildiigii gibi parazitlemeyi takiben ilk 4 saatlik periyotta
graniilosit sayisinda goriilen azalma istatistiksel olarak onemliydi. Ancak graniilosit

sayilarindaki farkliliklar 8 (F=3,157; sd=7, 24; P=0,058) ve 24. (F=2,065; sd=7, 24;
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Sekil 3.11. KEZ dozlarinin ve parazitlemenin farkli zaman donemlerinde konak pupu
graniilosit oranlarina etkileri, Pup: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis 1-2 giinliik G.
mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.

P=0,088) saatlerde istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Tablo 3.5). 0,02 ve 0,05
KEZ enjeksiyonunu ve parazitlemeyi takiben 4 saat sonunda kontrol grubu ve diisiik
zehir dozlarina gore plazmatositlerin sayist artti1 (Tablo 3.6, Sekil 3.12). Plazmatosit
sayis1 tiim deney ve kontrol gruplari arasinda en yiiksek parazitlemeyi takiben 4 saat
sonra %o 620,25 + 75,32 olarak bulundu ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi.
Plazmatosit sayilarinda deney gruplar1 arasinda anlaml degisiklikler 8’inci saatte de
gozlendi (F=3,662; sd=7, 24; P=0,008) ancak 24’iincii saatte deney gruplar1 arasinda
onemli bir farklilik goriilmedi (F=2,044; sd=7, 24; P=0,091) (Tablo 3.6). 0,02 KEZ
dozu enjeksiyonunu takiben 8 saat sonra plazmatosit sayisinda meydana gelen artma
hicbir isleme tabi tutulmamis kontrol puplarina kiyasla istatistiksel olarak anlaml
bulundu (Tablo 3.6). Diger hemosit tipleri olarak tanimlanan prohemosit ve
sferiilosit sayilarinda parazitleme, zehir dozlar1 ve kontrol gruplari arasinda anlamli
bir farklilik bulunmadi (4 s: F=0,250; sd=7, 24; P=0,967; 8 s: F=1,314; sd=7, 24;
P=0,287; 24 s:F=0,718; sd=7, 24; P=0,658) (Tablo 3.7, Sekil 3.13).
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Cift yonlii ANOVA sonuclarina gore zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin
konak pupu farklt hemosit sayilarina etkileri graniilositler (deney gruplari: P=0,000;
zaman: P=0,212) ve plazmatositler (deney gruplari: P=0,000; zaman: P=0,175) icin
deney gruplarina bagh ancak zamana bagl degildi ve her iki hemosit tipi i¢in zehir
dozlar1 ve parazitleme ile hemosit sayisi arasindaki iliski zamandan etkilenmedi

(P=0,115 ve P=0,106) (Tablo 3.8).

Tablo 3.6. Zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin G. mellonella pupunda plazmatosit
sayilarina (Plazmatosit/1000) etkileri.

Plazmatosit Sayilari

, (hiicre / 1000) (Ort. + SH)* Istatistik
Hemosit
tipi Deney Gruplar Deneyi miiteakip gozlem (ANOVA)
zamani (saat)
4 8 24 F df P
428,00 £ 404,00 £ 413,00 =
Normal Pup b 0,406 2,9 0,678
30,3 *  9,8%* 8,4 "
o 457,00 £ 444,00 £ 478,00 £
Bos Enjeksiyon b ) 0,870 2,9 0,451
14,0°* 232" * 16,8"*
o 377,25 £ 396,25+ 471,00 =
PBS Enjeksiyon 1,715 2,9 0,234
27,6 52,7°* 27,5**
454,775 £ 480,75+ 459,25 +
0,005 KEZ b ) 1,220 2,9 0,340
14,1**  59™ % 155**
PL
422,25 £ 440,25+ 529,00 =
0,01 KEZ b 4,611 2,9 0,042
17,9°* 10,5 412*Y
497,75 £ 527,25+ 537,75+
0,02 KEZ b ) 0,569 2,9 0,585
10,0 * 25,6 389"
508,50 £ 517,00+ 519,50 +
0,05 KEZ 0,031 2,9 0,969

3520 % 248 x  365%%

] 620,25 + 490,00 + 513,75 +
Parazitleme b b ) 1,983 2,9 0,193
75,32° % 21,11™°%  34.1**

* Her biri 1-2 giinliik 4 pupun plazmatosit sayisi ortalamalarim gostermektedir.
‘Aym siitunda (a-c) ve satirda (x-y) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05). PL: Plazmatosit.
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Tablo 3.7. Zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin G.mellonella pupunda diger hemosit
tipleri sayilarina (DH/1000) etkileri.

Diger Hemosit Tipi Sayilari

S (hiicre / 1000) (Ort. + SH)* Istatistik
emosit
tipi Deney Gruplar Deneyi miiteakip g?zlem (ANOVA)
zamani (saat)
4 8 24 F df P
11,25+ 10,00+ 11,00 +
Normal Pup 0,084 2,9 0,920
1’73 X 2’23. X 2’93 X
o 11,75+ 10,75+ 8,75+
Bos Enjeksiyon 0,269 2,9 0,770
4’53 X 2’43. X 0’521 X
o 9,00+ 2050+ 9,00+
PBS Enjeksiyon 2,108 2,9 0,178
1’73 X 7’38. X 2’53 X
10,00+ 9,50 + 8,00 +
0,005 KEZ 1,560 2,9 0,262
0’721 X 1’08. X 0’721 X
DH

11,50+ 850+ 9,75+
0,01 KEZ 0,607 2,9 0,566
2’93 X 1’38. X 1’03 X

9,75 + 850+ 10,75+
0,02 KEZ 0,192 2,9 0,829
3,1* % 2,6 * 1,9**

825+ 8,50 + 5,50
0,05 KEZ 0,628 2,9 0,555
2,44 % 2,9** 1,74

9,50 + 11,00+ 11,00 +
Parazitleme 0,061 2,9 0,941
1,28 % 4.4 % 4,1* %

* Her biri 1-2 giinlik 4 pupun difer hemosit tipleri sayisi ortalamalarini
gostermektedir.

"Aymi siitunda (a) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).
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Sekil 3.12. KEZ dozlarinin ve parazitlemenin farkli zaman donemlerinde konak pupu
plazmatosit oranlarina etkileri. Pup: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis 1-2 giinliik
G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.
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Sekil 3.13. KEZ dozlarinin ve parazitlemenin farkli zaman donemlerinde konak pupu
diger hiicre oranlarina etkileri. Pup: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis 1-2 giinliik
G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.
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Tablo 3.8. Farkli deney gruplar1 (kontrol, parazitlenmis ve zehir enjekte edilmis)
zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella pupu farkli hemosit sayilarina etkilerini
gosteren ANOVA tablosu.

Hemosit Kaynak sd KO F P r
Tipi
Deney Gruplari 7 26071,923 7,189 0,000
Zaman 2 5745510 1,584 0,212 0.51
Grandlosit 1y oy Gruplart x Zaman 14 5628.891 1552 0115
Hata 72 3626,597
Deney Gruplari 7 27064,161 7,471 0,000
Zaman 2 6478,531 1,788 0,175 0.5
Plazmatosit 1y v Gruplar x Zaman 14 5721317 1579 0106
Hata 72 362281
Deney Gruplari 7 28,190 0,901 0,510
Dis . Zaman 2 22,823 0,730 0,486
iger Hiicre 0,22
Tipleri Deney Gruplar1 x Zaman 14 28,168 0,901 0,562
Hata 72 31,278

3.5 P. turionellae zehirinin konak G. mellonella larvas1 farkli hemosit

sayillarina etkileri

P. turionellae fakli KEZ dozlarinin konak G. mellonella son evre larvasinda
dolasgimdaki farkli hemosit sayilarina etkileri dort tekrarli deney serileri ile belirlendi.
Konak G. mellonella’da hemosit tipleri morfolojik olarak graniilositler,
plazmatositler, sferiilositler, prohemositler ve 6nositoidler olarak tespit edildi. Higbir
isleme tabi tutulmamis konak G. mellonella larvasinda dolasimdaki hemositlerin
cogunu graniilositlerin olusturdugu tespit edildi ve 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda
graniilosit oranlari sirasiyla %o 592,50 + 11,2, %0 598,00 + 30,4 ve %o 576,50 £ 15,2
olarak sayildi (Tablo 3.9). Zehir enjeksiyonu graniilosit sayisinin 0,02 KEZ dozu
tizerindeki yiiksek dozlarda kontrol gruplart ve 0,02 KEZ dozuna kiyasla ilk 4 saatlik
periyotta (F=5,914; sd=6, 21; P=0,001) 6nemli oranda azalmasina neden oldu (Tablo
3.9, Sekil 3.14). Yiiksek zehir dozlar1 (> 0,02) enjeksiyonunu takiben 4 saat sonra

graniilositlerin toplam hemosit sayilarina oran1 % 50’den az iken, kontrol grubunda

54



ilk 4 saatlik periyotta bu oran % 59 bulundu. Zehir enjeksiyonuna bagli olarak
graniilositlerin sayisinda 8 (F=5,773; sd=6, 21; P=0,001) saat ve 24 (F=5,443; sd=6,
21; P=0,002) saat sonra da istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (Tablo
3.9). 0,1 KEZ dozu enjeksiyonuna bagli olarak enjeksiyonu takiben 8 saat sonra
graniilosit oranlar1 %o 426,75 + 21,5 bulunurken, 24 saat sonra bu oran %o 451,50 +
15,6 olarak hesaplandi (Tablo 3.9, Sekil 3.14). En yiiksek zehir dozu olan 0.5 KEZ
dozu enjeksiyonunu takiben 8 ve 24 saat sonra graniilosit oranlar1 %o 444,50 + 19,5

ve %o 464,75 + 23,6 bulundu.

Tablo 3.9. Zehir enjeksiyonunun G. mellonella larvasinda graniilosit sayilarina
(Graniilosit/1000) etkileri.

Grantilosit Sayilari

- (hiicre / 1000) (Ort. + SH)* Istatistik
emosit
tipi Deney Gruplar Deneyi miiteakip gozlem (ANOVA)
zamani (saat)*
4 8 24 F df P
592,50 + 598,00 + 576,50 +
Normal Larva b 0,293 2,9 0,753
11,2 * 30,4** 15,2
o 595,50+ 548,00+ 617,25+
Bos Enjeksiyon 0,986 2,9 0410

29,8°*  358™ 406"
542,50 £ 556,75+ 566,25 *

9.0 bx 13,0° bx 15’Oabcx
556,00 £ 479,25+ 523,00 %

PBS Enjeksiyon 0,903 2,9 0,439

GR  002KEZ : A b 1084 2,9 0379
48,17 31,0°P% 28,7
457,50+ 48625+ 547,00+
0,05 KEZ X A b 2857 2,9 0,109
26,1 244°% 30,20
455,50+ 426,75+ 451,50+
0,1 KEZ X 0397 2,9 0,683
33,6™ 21,5 15,6%
44475+ 447,50 464,75+
0,5 KEZ 0373 2,9 0,699

2’9bX 19’5bCX 23’6bCX

* Her biri 4 larvanin graniilosit sayisi ortalamalarim gostermektedir.
‘Aym siitunda (a-c) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak énemsizdir (P>0,05), GR: Graniilosit.
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0,1 ve 0,5 KEZ dozlar1 enjeksiyonunu takiben 4, 8 ve 24 saat sonra graniilosit

oranlarinda meydana gelen azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulundu.

700,001
- 600,00 B Larva
< 500,00 EBE
LY
© 8 400,00 M PBS
2 & 300,00 W 0,02KEZ
Hee } At
c
© 200,00 [ | 0,05KEZ
(0]

100,001 M 0,1KEZ

0,00 ; ; -~ W 0,5KEZ
4 saat 8 saat 24 saat
ZAMAN

Sekil 3.14. KEZ dozlarinin farkli zaman donemlerinde konak larvasi graniilosit
oranlarina etkileri, Larva: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi,
B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.

G. mellonella larvasinda kontrol grubunda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda
plazmatositlerin orani sirasiyla %o 397,75 £ 12,9, %0 390,00 + 31,0 ve %o 413,25 +
15,3 olarak bulundu (Tablo 3.10, Sekil 3.15). Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu
yapilmis gruplarda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda plazmatosit oranlarinda higbir
isleme tabi tutulmamis kontrol larvalarina gore istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gdzlenmedi (Tablo 3.10). 0,02 KEZ dozundan biiyiik dozlarda enjeksiyonu
takiben 4 saat (F=5,880; sd=6, 21; P=0,001) sonra plazmatosit sayilarinda kontrol
grubuna gore Onemli bir artis gozlendi (Tablo 3.10). Zehir uygulamasina bagh
olarak plazmatosit sayilarinda artis 8 (F=5,902; sd=6, 21; P=0,001) ve 24 (F=5,222;
sd=6, 21; P=0,002) saatlik donemlerde de ortaya c¢ikti. Larva i¢in en yiiksek zehir
dozlar1 olan 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda enjeksiyonu izleyen 8 ve 24 saatlik

periyotlarda plazmatosit sayilarinda meydana gelen artis hicbir isleme tabi
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tutulmamis kontrol larvalarina gére onemli bulundu (Tablo 3.10).

Diger hemosit

tipleri olarak tanimlanan prohemosit, sferiilosit ve onositoit sayilarinda zehir dozlar

ve kontrol gruplar arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (4 s: F=0,360; sd=6, 21;
P=0,896; 8 s: F=0,868; sd=6, 21; P=0,534; 24 s: F=0,218; sd=6, 21; P=0,967) (Tablo

3.11, Sekil 3.16).

Tablo 3.10. Zehir enjeksiyonunun G. mellonella larvasinda plazmatosit sayilarina

(Plazmatosit/1000) etkileri.

Plazmatosit Sayilari

, (hiicre / 1000) (Ort. + SH) * Istatistik
Hirir;(i)sn Deney Gruplari Deneyi miiteakip gozlem (ANOVA)
zamani (saat)
4 8 24 F df p
397,715+ 390,00+ 413,25+
Normal Larva 299X 3L 153 0,308 2,9 0,742
392,50 £+ 443,50+ 374,00 £
Bos Enjeksiyon 2850% 3619 406 1,032 2,9 0,395
448,00 £ 433,00 = 424,00 +
PBS Enjeksiyon 7.8% X 11,00% 15 780cx 0,980 2,9 0,412
433,75+ 511,75+ 467,75+
PL 0,02 KEZ 00 j0qk ggqwe 1070 2.9 0383
535,00 £ 505,50 + 444,00 +
0,05 KEZ 257 gt ppqee 2836 29 0111
534,00 £ 563,50+ 538,25+
0,1 KEZ o man qege 0400 29 0681
545,00 £ 542,75+ 526,25+
0.5 KEZ L irge g 039 29 0708

* Her biri 4 larvanin plazmatosit sayisi ortalamalarini gostermektedir.
"Aymi siitunda (a-c) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05), GR: Graniilosit.
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Cift yonlii ANOVA sonuclarina gore zehir enjeksiyonunun konak larvasi farkli
hemosit sayilarina etkileri graniilositler (deney gruplari: P=0,000; zaman: P=0,128)
ve plazmatositler (deney gruplari: P=0,000; zaman: P=0,136) i¢in deney gruplarina
bagl ancak zamana bagl degildi ve her iki hemosit tipi i¢in zehir dozlar1 ile hemosit
sayist arasindaki iliski zamandan etkilenmedi (sirasiyla P=0,506 ve P=0,481) (Tablo
3.12). Bununla beraber zehir dozlar1 (P=0,797) ve enjeksiyonu takiben gecen zaman
(P=0,871) diger hemosit tipleri sayilarina etkide bulunmazken, zehir dozlan ile

hemosit sayis1 arasindaki iliski zamandan etkilenmedi (P=0,980) (Tablo 3.12).

Tablo 3.11. Zehir enjeksiyonunun G. mellonella larvasinda diger hemosit tipi
sayilarina (DH/1000) etkileri.

Diger Hemosit Tipi Sayilari

. (hiicre / 1000) (Ort. + SH)* Istatistik
Hemosit
tipi Deney Gruplar Deneyi miiteakip gozlem (ANOVA)
zamani (saat)
4 8 24 F df P

975+ 12,00+ 10,25+

Normal Larva 1.8 2.1 X 2.2° %

0336 2,9 0,723
Bos Enjeksiyon 1200+ 8,50+ 875+

3’83 X 1’33. X 1’3a X 0,642 2, 9 0,549

PBS Enjeksiyon 920 1025+ 975+

1.7% X 7% B 0,065 2,9 0,937

10,25+ 9,00 = 9,25 +
3’63 X 0’48. X 0’68. X

7,50 £ 8,25 9,00 +

DH 0,02 KEZ 0,265 2,9 0,773

0.05 KEZ e GRE O TRT 0267 29 077
1050+ 975+ 1025+

0.1 KEZ o opr URE 004 29 0967

0.5 KEZ 1025+ 800+ 9.00% 159 59 (839

1’48. X 0,721 X 0,0a X

* Her biri 4 larvanin diger hemosit tipleri sayis1 ortalamalarini gostermektedir.
‘Aymi siitunda (a) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0,05), DH: Diger hemosit tipleri.
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600,00

500,00

400,00 |

300,00 |

200,00

Plazmatosit Oranlari
(PL/1000)

100,001

0,00

4 saat

8 saat

ZAMAN

24 saat

B Larva

M B.E.

M PBS

W 0,02KEZ
W 0,05KEZ
W 0,1KEZ
B 0,5KEZ

Sekil 3.15. KEZ dozlarinin farkli zaman donemlerinde konak larvasi plazmatosit
oranlarina etkileri, Larva: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi,
B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.

12,00

10,00

8,001

6,00

(DH/1000)

4,00

Diger Hiicre Oranlari

2,00

0,00

4 saat

8 saat

ZAMAN

24 saat

B larva

M B.E.

M PBS

W 0,02KEZ
W 0,05KEZ
W 0,1KEZ
W 0,5KEZ

Sekil 3.16. KEZ dozlarinin farkli zaman donemlerinde konak larvasi diger hiicre
oranlarina etkileri, Larva: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi,
B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.
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Tablo 3.12. Farkli deney gruplar1 (kontrol ve zehir enjekte edilmis) zaman ve
etkilesimlerinin G. mellonella larvas1 farkli hemosit sayilarina etkilerini gosteren
ANOVA tablosu.

Hemosit Kaynak sd KO F P r
Tipi
Deney Gruplari 6 42544968 15,258 0,000
Zaman 2 5930,583 2,127 0,128
Graniilosit 0,63
Deney Gruplart x Zaman 12 2646,263 0,949 0,506 ’
Hata 63 3626,597
Deney Gruplari 6 42853,298 15,072 0,000
Zaman 2 5859476 2,061 0,136
Plazmatosit 0,63
Deney Gruplar1 x Zaman 12 2774,601 0,976 0,481
Hata 63 2843,238
Deney Gruplari 6 6,631 0,513 0,797
.o .. Zaman 2 1,798 0,139 0,871
Diger Hiicre 0.10
Tipleri Deney Gruplari x Zaman 12 4,298 0,332 0,980

3.6 P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak G. mellonella pupunda

apoptotik indekse etkileri

P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak G. mellonella pupal
hemositlerinde apoptotik indekse etkileri ii¢ tekrarli deney serileri ile belirlendi.
Acridine Orange/ Ethidium Bromide boyama teknigi kullanilarak hazirlanan
preperatlarin mikroskobik incelemesi sonucu pupal evrede normal hemositler (Sekil
3.17), erken apoptotik (Sekil 3.18, 3.19), ge¢ apoptotik (Sekil 3.20) ve nekrotik
(Sekil 3.21) hemositler goriilmektedir. Tablo 3.13’de goriildiigii gibi hicbir isleme
tabi tutulmamis G. mellonella puplarinda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda erken
apoptotik hemositlerin orani sirasiyla % 1,80, % 2,53 ve % 2,67 olarak hesaplandi.
Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda erken apoptotik hemositlerin
oraninda higbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella puplarma kiyasla farklilik

bulunmadi (Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24). 0,005, 0,01 ve 0,02 KEZ
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Sekil 3.17. Acridine Orange ve Ethidium Bromide ile boyanmis G. mellonella pupal
hemositlerinin floresans mikroskobu goriintiileri. Biiyiitme: 1000X.

Sekil 3.18. G.mellonella pup evresinde erken apoptotik bir hemosit. Biiyiitme:
1000X.
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Sekil 3.19. G. mellonella pup evresinde erken apoptotik bir hemosit. Biiyiitme:
1000X.

Sekil 3.20. G. mellonella pup evresinde gec¢ apoptotik bir hemosit. Biiyiitme: 1000X.
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Sekil 3.21. G. mellonella pup evresinde nekrotik bir hemosit. Biiytitme: 1000X.

dozlari, enjeksiyonu takiben 4, 8 ve 24 saatlik donemlerde erken apoptotik
hemositlerin oraninda kontrol gruplarina gore anlamli bir artis gostermedi (Tablo
3.13). G. mellonella pupuna 0,05 KEZ dozu enjeksiyonunu miiteakip dolagimdaki
hemositlerin % 10’undan fazlas1 4 (F=6,872; sd= 7, 16; P= 0,001) ve 8 (F=10,686;
sd= 7, 16; P= 0.000) saatlik periyotlarda erken apoptotik evrede gozlendi. Hicbir
isleme tabi tutulmamis G. mellonella puplarinda ge¢ apoptotik evredeki hemositlerin
orant 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda sirasiyla % 1,73, % 1,53 ve % 1,67 olarak
hesapland1 (Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24). Bos enjeksiyon ve PBS
enjeksiyonu yapilmis gruplarda ge¢ apoptotik hemositlerin oranlarinda kontrol
grubuna gore anlamli bir farklilik gézlenmedi. Bununla beraber, pupal evrede geg
apoptotik hemositlerin oram1 0,01 ve 0,02 KEZ dozlarinda 24 saatlik donemde (F=
11,247; df="7, 16; P= 0,000) ve yine 0,02 KEZ dozunda 4 (F= 4,355; sd= 7, 16, P=
0,007) ve 8 (F= 8,860; sd= 7, 16; P= 0,000) saatlik donemde artig gosterdi. Bu artis
kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamliydi. Benzer sekilde en yiiksek
zehir dozu olan 0,05 dozunda 8 saatlik donemde erken apoptotik hemositlerin

oraninda kontrol gruplarina kiyasla 6nemli bir artma gézlendi (Tablo 3.13).
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Tablo 3.13. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna baglh olarak G.mellonella pup evresinde erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli
hiicrelerin (%) oranlar1 ve zamana bagl degisimleri.

Deney Apoptotik indeks (%)
Gruplar* Erken Apoptozis Gec¢ Apoptozis Nekroz Canh
4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s.
Normal Pup 1,80 2,53 2,67 1,73 1,53 1,67 0,80 1,40 0,53 95,67 9453 95,13
ax ax ax ax ax ab x ax ab x az ay ay ay
Bos enjeksiyon 2,33 2,80 1,73 1,73 1,67 1,07 2,20 1,27 1,20 93,773 94,27 96,00
ax ax ax ax ax ax ab x ab x ab x ay ay ay
PBS 2,00 2,27 2,20 1,67 1,20 1,13 0,93 0,73 1,07 9540 95,80 95,60
ax ax ax ax axz ax ax az ax ay ay ay

0,005 KEZ 4,40 4,53 6,07 3,33 2,47 2,00 3,40 2,53 2,07 88,87 9047 89,87
ax ab x ab x ab x ab x abc x ab x ab x ab x aby aby aby

0,01 KEZ 6,33 7,73 9,47 3,20 4,60 4,67 2,53 3,80 2,67 87,93 83,87 83,20
ax ab x ab x ab x abc x cd x ab x b x ab x aby by bcy
0,02 KEZ 6,80 6,47 10,67 7,27 5,67 4,80 2,93 2,80 2,80 83,00 85,07 81,73
ax ab x ab x b x bc x cd xz abz ab x abz by by bcy
0,05 KEZ 10,27 10,67 7,33 5,40 5,80  3,87... 447 2,80 2,87 79,87 80,73 85,93

ab x bc x ab x ab x bc z bed x b x ab z ab x bcy bcy by
Parazitleme 19,13 17,20 15,80 8,07 9,00 7,20 2,93 4,00 453 69,87 69,80 72,47
b x cX b x b xz C XZ d x ab z bz b x cy cy cy

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini gostermektedir.
*Aym siitunda (a-d) ve satirda (x-z) ayn1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0,05)

64



G.mellonella dolasimindaki erken ve gec apoptotik hemositler en yiiksek oranda
parazitlenmis puplarda gozlendi. Parazitleme sonucu erken apoptotik hemositlerin
oranlar1 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda sirasiyla % 19,13, % 17,20 ve % 15,80
bulunurken, gec apoptotik hemositlerin oranlar1 % 8,07, % 9,00 ve % 7,20 olarak
hesapland1 (Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24). Parazitlemeye bagh
erken ve ge¢ apoptotik hemositlerin oraninda goriillen artis hicbir isleme tabi
tutulmamis, bos enjeksiyon yapilmis ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplara gore
istatistiksel olarak onemli bulundu. Tiim zehir dozlarinda, parazitlenmis gruplarda
ve tim zaman donemlerinde dolasimdaki erken apoptotik ve ge¢ apoptotik
hemositlerin orani nekrotik hemositlere gore fazlaydi. Higbir isleme tabi tutulmamais
G. mellonella puplarinda nekrotik hemositlerin oranlart 4, 8 ve 24 saatlik
periyotlarda sirasiyla % 0,80, % 1,40 ve % 0,53 olarak bulundu (Tablo 3.13, Sekil
3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24). Pupal evrede dolasimdaki nekrotik hemositlerin
oraninda meydana gelen artmalar hi¢bir igleme tabi tutulmamis kontrol puplarina
kiyasla sadece 0,05 dozunda (% 4,47) 4 (F= 3,908; sd = 7, 16; P= 0,011) saatlik ve
parazitlenmis gruplarda (% 4,53) 24 (F= 3,657; sd= 7,16; P= 0,015) saatlik periyotta
istatistiksel olarak anlamliydi (Tablo 3.13). Hiicre canliliklar1 ise higbir isleme tabi
tutulmamis kontrol puplarinda 4, 8 ve 24 saatlik donemlerde sirasiyla %95,67,
%94,53 ve %95,13 olarak hesaplandi (Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24).
Hemosit canliliklarinda zehir dozlar1 ve parazitlemeye bagli anlamli azalmalar 0,005
KEZ dozundan biiyiik dozlarda ve parazitlenmis gruplarda 4 (F= 13,235; sd=7,16;
P=0,000), 8 (F= 15,721; sd= 7,16; P=0,000) ve 24 (F= 14,737; sd= 7,16; P=0,000)
saatlik donemlerde gozlendi (Tablo 3.13). G. mellonella pupunda hemosit
canliliklarinin en diisiik degerleri parazitlenmis gruplarda goriildii ve parazitlemeyi
takiben 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda % 69,87, % 69,80 ve % 72,47 olarak
hesaplandi1 (Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24).

Uc yonlii ANOVA sonuclaria gore zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin konak
G. mellonella pupal hemositlerinde apoptotik ve nekrotik indekse etkisi deney
gruplarina (P=0,001) ve hiicre durumlarina bagli (P=0,000) ancak zamana (P=0,875)
bagh degildir (Tablo 3.14).
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Sekil 3.22. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagl olarak 4 saatlik donemde konak
pupu apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlari. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P:
Parazitleme.

8s

100%

90% -
E Nekrotik
g 80% /A Nekroti
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g 70% - Pop
= 0 Canl
B

60% -

50% i ‘ 0 Lnny [ ‘ i

Kontrol  B.E PBS 0,005 0,01 0,02 0,05 P

deney gruplari

Sekil 3.23. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagl olarak 8 saatlik donemde konak
pupu apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlari. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P:
Parazitleme.
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Sekil 3.24. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagl olarak 24 saatlik donemde
konak pupu apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlar1. Kontrol: Herhangi bir isleme
tabi tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P:

Parazitleme.

Tablo 3.14. Farkli deney gruplari, hiicre durumlar (erken apoptotik, gec apoptotik,
nekrotik ve canli) ve zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella pupu apoptotik ve
nekrotik indekse etkilerini gosteren ANOV A tablosu.

Evre Kaynak sd KO F P r
Deney Gruplar: 7 0,011 3,832 0,001
2 0,000 0,134 0,875
Zaman
Hiicre Durumlari 3 19,211  6741,480 0,000
14 0,000 0,066 1,000
Deney Gruplar1 x zaman 0.99]
Pup Deney Gruplar1 x Hiicre 21 0,090 31,570 0,000
Durumlari
Zaman x Hiicre 6 0,002 0,551 0,769
Durumlari
Deney Gruplar1 x Hiicre 42 0,002 0,719 0,897
Durumlar1 x Zaman
192 0,003

Hata
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3.7 P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larvasinda

apoptotik indekse etKileri

P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larval hemositlerinde
apoptotik indekse etkileri ii¢ tekrarli deney serileri ile belirlendi. Acridine Orange/
Ethidium Bromide boyama teknigi kullanilarak hazirlanan preperatlarin mikroskobik
incelemesi sonucu larval evrede normal hemositler (Sekil 3.25, Sekil 3.26), erken
apoptotik (Sekil 3.27, Sekil 3.28), ge¢ apoptotik (Sekil 3.29) ve nekrotik (Sekil 3.30)
hemositler goriilmektedir.  Tablo 3.15°de goriildiigii gibi higbir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella larvalarinda 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda erken apoptotik
hemositlerin orani sirasiyla % 0,47, % 0,67 ve % 1,00 olarak bulundu. Bos
enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda erken apoptotik hemositlerin
orani hicbir igleme tabi tutulmamis kona larvasina benzerlik gosterdi (Tablo 3.15).

G. mellonella larvasinda zehir enjeksiyonuna bagli olarak apoptotik ve nekrotik

Sekil 3.25. Acridine Orange ve Ethidium Bromide ile boyanmis G. mellonella larval
hemositlerinin floresans mikroskobu goriintiileri. Biiyiitme: 400X.

68



Sekil 3.26. Acridine Orange ve Ethidium Bromide ile boyanmis G. mellonella larval
hemositlerinin floresans mikroskobu goriintiileri. Biiytitme: 1000X.

Sekil 3.27. G. mellonella larva evresinde erken apoptotik hemositler. Biiylitme:
1000X.
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Sekil 3.28. G. mellonella larva evresinde erken apoptotik bir hemosit. Biiyiitme:
1000 X.

Sekil 3.29. G. mellonella larva evresinde gec apoptotik bir hemosit. Biiyiitme:
1000X.
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Sekil 3.30. G. mellonella larva evresinde nekrotik hemositler. Biiyiitme: 1000X.

hiicrelerin oram1 pupal evredeki kadar olmasa da zehir dozuna bagli olarak artig
gosterdi (Tablo 3.15, Sekil 3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33). Ancak 0,02 ve 0,05 KEZ
dozlarinda erken apoptotik hemositlerin sayisinda meydana gelen artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Tablo 3.15). Bununla beraber 0,5 KEZ dozunda ilk 4 (F=
4,252; sd= 6, 14; P= 0,012) saatlik periyotta ve 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda 8 (F=
14,048; sd= 6, 14; P= 0,000) saatlik periyotta ortaya ¢ikan artis istatistiksel olarak
Oonemliydi (Tablo 3.15). Hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvalarinda
gec apoptotik hemositlerin oranmi 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda sirasiyla % 0,40, %
0,27 ve % 0,33 olarak bulundu (Tablo 3.15, Sekil 3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33). Bos
enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda da ge¢ apoptotik hemositlerin
orani kontrol grubuna benzerlik gosterdi (Tablo 3.15). P. turionellae zehir
enjeksiyonuna baglh olarak ge¢ apoptotik hemositlerin oraninda ilk 4 saatlik
donemde hicbir KEZ dozunda kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir artis gozlenmedi (F= 2,391; sd= 6, 14; P=0,084). Bununla beraber larva icin en
yiiksek zehir dozu olan 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda 8 (F= 8,322; sd=6, 14; P=0,001)
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Tablo 3.15. P. turionellae zehir enjeksiyonuna bagh olarak G. mellonella larva evresinde erken apoptotik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli
hiicrelerin (%) oranlar1 ve zamana baglh degisimleri.

Apoptotik indeks (%)
Deney Gruplari” Erken Apoptozis Gec¢ Apoptozis Nekroz Canh
4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s. 4s. 8s. 24 s.
Normal Larva 0,47 0,67 1,00 0,40 0,27 0,33 0,47 0,20 0,40 98,67 98,87 98,27

ax ax ax ax ax ax ax ax ax ay ay ay
Bos enjeksiyon 0,67 0,73 0,80 0,33 0,60 0,27 0,67 0,27 0,47 98,33 98,40 9847
ab x ax ax ax ab x ax ax ax ax ay ay ay

PBS 0,73 0,60 0,73 0,33 0,40 0,53 0,47 0,73 0,53 98,47 98,27 98,20

ab x ax ax ax ab x ax ax ax ax ay ay ay

0,02 KEZ 0,80 0,80 1,60 0,93 0,67 0,67 1,13 1,27 0,80 97,13 97,27 96,93
ab x ax ax ax ab x ax ax ax ax ay ay ay

0,05 KEZ 1,07 1,00 1,13 1,40 0,87 1,67 1,73 1,27 0,67 9580 96,87 96,53
ab x ax ax ax ab x ab x ax ax ax aby ay ay

0,1 KEZ 3,00 3,73 5,13 1,67 1,47 3,87 1,80 1,13 1,60 93,53 93,67 89,40

ab x b x ax ax bc x b x ax ax ax aby by by

0,5 KEZ 3,80 5,20 4,80 5,67 2,53 5,47 2,33 1,93 1,93 88,20 90,33 87,80

b x b x ax ax cX b x ax ax ax by by by

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini gostermektedir.
*Aym siitunda (a-c) ve satirda (x-y) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0,05)
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ve 24 (F= 8,649; sd= 6, 14; P=0,000) saatlik donemlerde ge¢ apoptotik hemositlerin
oraninda meydana gelen artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 3.15).
Hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvalarinda dolasimdaki nekrotik
hemositlerin orani 4, 8 ve 24 saatlik donemlerde sirasiyla % 0,47, % 0,20 ve % 0,40
olarak tespit edildi (Tablo 3.15, Sekil 3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33). Bos enjeksiyon,
PBS enjeksiyonu yapilmis ve zehir enjekte edilmis gruplarda nekrotik hemositlerin
orant % 0,27 - % 2,33 araliginda bulundu ve yapilan ii¢ tekrarin istatistiksel analizi
sonucu hi¢cbir KEZ dozunda nekrotik hemositlerin oraninda anlamli bir farklilik
bulunmad1 (4 s; F=2,681; sd= 6, 14; P=0,059, 8 s; F=1,489; sd= 6, 14; P=0,252, 24
s; F=2,033; sd= 6, 14; P=0,129). Kontrol larvalarinda 4, 8 ve 24 saatlik donemlerde
hiicre canliliklar1 % 98,67, % 98,87 ve 98,27 olarak hesaplandi (Tablo 3.15, Sekil
3.31, Sekil 3.32, Sekil 3.33). Kontrol gruplar ve diisiik zehir dozlarina kiyasla
hemosit canliliklarinda 6nemli azalmalar 0,1 KEZ dozunda 8 ve 24 saatte, 0,5 KEZ
dozunda ise 4 (F=5,397; sd=6,14; P= 0,004), 8 (F= 18,240; sd=6, 14; P=0,000) ve 24
(F=8,571; sd= 6, 14; P=0,000) saatlik donemlerde gozlendi (Tablo 3.15).

4s

100% -~

90% -

m Nekrotik

& Gec Apoptotik
8 Erken Apoptotik
o Canli

80% -

70% -

% hiicre oranlari

60% -

50%

Kontrol B.E PBS 0,02 0,05 0,1 0,5

deney gruplari

Sekil 3.31. Zehir enjeksiyonuna bagli olarak 4 saatlik donemde konak larvasi
apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlari. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.
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8s

100% -

90% A |:
= :
o ,
£ 80% @ Nekrotik
° : @ Geg Apoptotik
() : .
b B8 Erken Apoptotik
S 70% - Pop
< @ Canli
& :

60% |

50% ‘ 4 ‘ ‘ 1 ettt

Kontrol B.E. PBS 0,02 0,05 0,1 0,5
deney gruplari

Sekil 3.32. Zehir enjeksiyonuna bagli olarak 8 saatlik donemde konak larvasi
apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlari. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.

24s

100% -

90% -
: :
o :
c : Nekrotik
&  80% -} = .
o : @ Geg Apoptotik
[} : .

8 Erken Apoptotik

g 70% Pop
= @ Canh
2 :

60% - |:

50% i ‘ 2k : :

Kontrol  B.E. PBS 0,02 0,05 0,1 0,5

deney gruplari

Sekil 3.33. Zehir enjeksiyonuna bagli olarak 24 saatlik donemde konak larvasi
apoptotik, nekrotik ve canli hiicre oranlari. Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.
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Tablo 3.16’da P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larval
hemositlerinde apoptotik ve nekrotik indekse etkilerini gosteren ANOVA tablosu
goriilmektedir.  Uc yonlii ANOVA sonuglarina gore zehir enjeksiyonu ve
parazitlemenin konak G. mellonella larval hemositlerinde apoptotik ve nekrotik
indekse etkisi deney gruplarma (P=0,002) ve hiicre durumlarina bagli (P=0,000)
ancak zamana (P=0,939) bagh degildir (Tablo 3.16).

Tablo 3.16. Farkli deney gruplari, hiicre durumlar1 (erken apoptotik, gec apoptotik,
nekrotik ve canli) ve zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella larvasi apoptotik ve
nekrotik indekse etkilerini gdsteren ANOVA tablosu.

Evre Kaynak sd KO F P r
Deney Gruplari 6 0,008 3,548 0,002
Zaman 2 0,000 0,063 0,939
Hiicre Durumlari 3 25,717  11692,45 0,000

Deney Gruplar1 x Zaman 12 0,000 0,100 1,000

Deney Gruplar x Hiicre
Larva 18 0,042 19,032 0,000 0,995
Durumlart

Zaman x Hiicre
6 0,003 1,224 0,297
Durumlan

Deney Gruplar1 x Hiicre

0,001 0,591 0,968
Durumlar1 x Zaman

Hata 168 0,002
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3.8 P. turionellae 1zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak G.

mellonella pupunda mitotik indekse etkileri.

P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin G. mellonella pupunda
mitotik indekse etkilerinin belirlenebilmesi i¢in enjeksiyonu ve parazitlemeyi takiben
4, 8 ve 24 saat sonra hemolenf alinarak mitotik hemositlerin oranlan {ii¢ tekrarl
deney serileri ile belirlendi. Pupal donemde mitoz evresindeki hemositler Sekil
3.34’de goriilmektedir. Tablo 3.17°de kontrol, bos enjeksiyon, PBS ve zehir
enjeksiyonu yapilmis ve parazitlenmis puplarda mitotik hemositlerin ortalama
oranlart verilmektedir.  Higbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella pupal
hemositlerinde mitotik hiicre oranlar1 ortalamalar1 4, 8 ve 24 saatlik periyotlarda
sirastyla % 1,13 £ 0,30, % 1,40 = 0,40 ve % 1,80 £ 0,52 olarak belirlendi (Tablo

3.17).

Tablo 3.17. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella pup
evresinde mitoz evresindeki hiicrelerin (%) oranlar1 ve zamana bagl degisimleri.

Mitotik indeks (% = SH)*

Deney Grubu Zaman**
4 8s 24 s
Kontrol Pup 1,13£030ax 1,40 0,40 a x 1,80 0,52 ax
Bos Enjeksiyon 1,00+£0,72abx  0,87+030abx 1,67 +0,80ax
PBS 127+06lax  120+020abx  0,93+0,50 ab x
0,005 KEZ 027+023bcx 0,47+0,30abcx 0,33+0,41 abx
0,01 KEZ 0,13+£023¢cx  027c¢+0,30dx  0,33+0,30 abx
0,02 KEZ 007+0,12¢cx  0,13+0,12cdx 0,67 +0,61 abx
0,05 KEZ 0,00 % 0,00c x 0,00 + 0,00 d x 0,07 +0,12b x
Parazitleme 0,00+0,00cx  0,00+0,00dx 0,00 + 0,00 b x

*Deney grubu sonuglart ii¢ tekrarin ortalamasini gostermektedir.
** Aym siitunda (a-d) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark

istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).
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Sekil 3.34. G. mellonella pupal donemde mitoz evresinde hemositler. Biiyiitme:
1000X.
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Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis G. mellonella puplarinda mitotik
indeks hicbir isleme tabi tutulmamis puplara benzerlik gosterdi (Tablo 3.17, Sekil
3.35). Tablo 3.17°de goriildiigii gibi parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagh olarak
konak puplarinda mitoz boliinme geciren hemositlerin oranlarinda 4 (F= 10,755; sd=
7,16; P = 0,000), 8 (F=15,873; sd= 7, 16; P = 0,000) ve 24 (F=5,633; sd=7,16; P =
0,002) saatlik donemlerde azalmalar gozlendi. 0,005 KEZ dozu enjeksiyonunu
takiben 4 saat sonra dolagimdaki mitotik hemositlerin orani hicbir isleme tabi
tutulmamis kontrol puplarina gore azalma gosterdi. 0,01 ve 0,02 KEZ dozlarinda ise
enjeksiyonu takiben 4 ve 8 saatlik donemlerde mitotik indekste kontrol, bos
enjeksiyon ve PBS enjeksiyonuna kiyasla azalmalar gozlenirken, 24 saatlik donemde
bdyle bir etki gdzlenmedi (Tablo 3.17, Sekil 3.35). En yiiksek zehir dozu olan 0,05
KEZ dozu ve parazitlenmis gruplarda tiim zaman donemlerinde mitotik indekste
meydana gelen azalmalar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulundu.
0,05 KEZ dozunda 4 ve 8 saatlik donemlerde hicbir hemosit mitoz evresinde
bulunmazken, parazitlenmis gruplarda hi¢cbir zaman doneminde mitoz evresinde

hemositlere rastlanmadi (Tablo 3.17, Sekil 3.35).

1,801
1,601
. | H Kontrol
S 1,40
«» 1,201 HB.E.
=
S 1,007 B PBS
c
x 0807 W 0,005
S 0,60 0,01
2 040 W 002
0,20 ® 0,05
0,00 ‘ ‘ ‘ mp
4s 8s 24 s
ZAMAN

Sekil 3.35. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagh olarak G. mellonella pupunda
mitoz evresindeki hemositlerin oranlari (%), Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P:
Parazitleme.
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Cift yonlit ANOVA sonuglarina gore konak G. mellonella pupu mitoz evresindeki
hemosit oranlarina zehir enjeksiyonu ve parazitlemenin etkisi deney gruplarina baglh
(P=0,000) ancak zamana bagh degildir (P=0,106). Deney ve kontrol gruplar ile
mitotik indeks arasindaki etkilesim zamandan etkilenmedi (P=0,796) (Tablo 3.18).

Tablo 3.18. Farkli deney gruplari, zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella pupunda
mitotik indekse etkilerini gosteren ANOVA tablosu.

Evre Kaynak sd KO F P r
Deney Gruplari 7 0,020 25,201 0,000
Zaman 2 0,002 2,352 0,106

Pup 0,799
Deney Gruplar1 x Zaman 14 0,001 0,665 0,796
Hata 48 0,001

3.9 P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larvasinda

mitotik indekse etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonunun G. mellonella larvasinda mitotik indekse
etkilerinin belirlenebilmesi i¢in enjeksiyonu takiben 4, 8 ve 24 saat sonra hemolenf
alinarak mitotik hemositlerin oranlar ii¢ tekrarli deney serileri ile belirlendi. Larval
donemde mitoz evresindeki hemositler Sekil 3.36’da goriilmektedir. Tablo 3.19°da
normal, bos enjeksiyon, PBS ve zehir enjeksiyonu yapilmis larvalarda mitotik
hemositlerin ortalama oranlar1 verilmektedir. Higbir isleme tabi tutulmamis G.
mellonella kontrol larvalarinda dolasimdaki mitotik hemositlerin oranlar1 4, 8 ve 24
saatlik periyotlarda sirasiyla % 1,93 + 0,61, % 2,40 + 0,60 ve % 2,13 £+ 0,70 olarak
bulundu (Tablo 3.19, Sekil 3.37). Bos enjeksiyon, PBS enjeksiyonu ve 0,02 KEZ
enjeksiyonu yapilmig larvalarda higbir isleme tabi tutulmamis kontrol larvalarina
kiyasla anlaml bir farklilik gozlenmedi (Tablo 3.19). Zehir dozlarina baglh olarak
mitotik fazdaki hemositlerin oram 4 (F=7,268; sd=6,14; P=0,001), 8 (F=22,981; sd =
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Sekil 3.36. G. mellonella larval donemde mitoz evresinde hemositler. Biiyiitme:
1000X.
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6,14 ; P=0,000) ve 24 (F=4,776; sd=6,14; P=0,008) saatlik periyotlarda azalma
egilimi gosterdi (Tablo 3.19). 0,05 KEZ dozundan biiyiik dozlarda mitoz evresindeki
hemositlerin oraninda 4 ve 8 saatlik ve 0,5 KEZ dozunda 24 saatlik donemde kontrol

gruplarina gore azalma gozlendi.

Cift yonli ANOVA sonuclarina gore konak G. mellonella larvast mitoz
evresindeki hemosit oranlarina zehir enjeksiyonunun etkisi deney gruplarina
(P=0,000) ve zamana baghydi (P=0,007).
indeks arasindaki etkilesim zamandan etkilenmedi (P=0,122) (Tablo 3.20).

Deney ve kontrol gruplari ile mitotik

Tablo 3.19. Zehir enjeksiyonuna bagh olarak G. mellonella larva evresinde mitoz
evresindeki hiicrelerin (%) oranlar1 ve zamana bagli degisimleri.

Mitotik indeks (% + SH)*

Deney Grubu Zaman**
4s 8's 24s

Normal Larva 1,93 +0,61 ax 2,40 £ 0,60 a x 2,13+0,70 ax
Bos Enjeksiyon 1,00 +£0,91 abcx 1,87 +0,50ax 2,07 +0,12ax
PBS 1,67 £0,50 ax 3,60+ 1,71 ax 1,53 £0,94a x
0,02 KEZ 1,40+0,60abx  1,93+0,12ax 1,27 £ 1,13 ab x
0,05 KEZ 0,33 +0,31 bcx 1,60 +0,60 a x 1,33 £0,64 ax
0,1 KEZ 0,20 0,20 c x 0,07+0,12bx 0,40 £ 0,69 ab x
0,5 KEZ 0,07 £0,12 cx 0,00 £ 0,00 b x 0,00 £ 0,00 b x

*Deney grubu sonuglart ii¢ tekrarin ortalamasini gostermektedir.
** Aym siitunda (a-c) ve satirda (x) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).
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Sekil 3.37. P. turionellae zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella larvasinda
mitoz evresindeki hemositlerin oranlari (%), Kontrol: Herhangi bir isleme tabi
tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.

Tablo 3.20. Farkli deney gruplari, zaman ve etkilesimlerinin G. mellonella
larvasinda mitotik indekse etkilerini gosteren ANOVA tablosu.

Evre Kaynak sd KO F P I
Deney Gruplari 6 7,012 15,532 0,000
Zaman 2 2,550 5,650 0,007

Larva 0,747
Deney Gruplar1 x Zaman 12 0,732 1,621 0,122
Hata 42 0451

3.10. P. turionellae zehiri ve parazitlemesinin konak G. mellonella pupal

hemositlerinde in vivo enkapsiilasyona etkileri

G. mellonella larva ve pupuna enjekte edilen Sephadex A-25 boncuklart hem
larval hem de pupal evrede giiclii bir enkapsiilasyon tepkisi ortaya c¢ikardi ve
enjeksiyonu takiben 4 ve 24 saatlik donemlerde boncuklar etrafinda olusan

kapsiillerin kalinlig farklilik gosterdi. Bocek icerisinden ¢ikarilan boncuklar:
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¢ Boncuk enkapsiile olmamis veya iizerinde birka¢ hemosit var ise enkapsiile
olmamis,

¢ Boncuk iizerinde 2-10 katman hemosit var ise zayif enkapsiile olmus,

¢ Boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katmani var ise giiclii enkapsiile

olmus

olarak ii¢ farkli sekilde ele alindir (Sekil 3.38). Boncuklar etrafindaki enkapsiilasyon
materyali pupal evrede larval evreye kiyasla daha gevsek bir olusum gosterdi. Tablo
3.21°de zehir enjeksiyonu ve parazitlemeye bagh olarak G. mellonella pupal evrede
enkapsiile olmamis, zayif ve giicli enkapsiille olmus boncuklarin orani
goriilmektedir. Buna gore hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella pupunda 4
saatlik donemde enkapsiile olmamis, zayif enkapsiile olmus ve gii¢lii enkapsiile
olmus boncuklarin orani sirasiyla % 6,2 + 1,6, % 83,6 = 3.4 ve % 10,2 + 3,8 olarak
hesapland1 (Tablo 3.21, Sekil 3.39). 24 saatlik donemde ise ozellikle giiclii
enkapsiile olmus boncuklarda biiyiik bir artis gézlendi ve bu oranlar sirasiyla % 5,7 +
1,7, % 45,77 + 5,1 ve % 48,6 + 5,3 olarak bulundu. Bos enjeksiyon ve PBS
enjeksiyonu yapilmis gruplarda enkapsiilasyon oranlar1 hi¢bir isleme tabi tutulmamis
kontrol puplarina benzerlik gosterdi (Tablo 3.21). 15 parazitlenmis puptan
enjeksiyonu takiben 24 saat sonra disekte edilen 155 boncuktan sadece 9 tanesi giiclii
enkapsiile olurken 76 tanesi zayif enkapsiile oldu ve geri kalan 70 boncuk tamamen
enkapsiilasyon materyalinden yoksundu (Tablo 3.21). Zehir enjeksiyonunu takiben 4
(F=12,705; sd= 7,112; P=0,000) ve 24 (F=17,808; sd= 7,112; P=0,000) saat sonra
enkapsiile olmamis boncuklarin oraninda artan zehir dozlarina bagli olarak artis
gozlendi. Enkapsiile olmamis boncuklarin orani tiim zehir dozlarinda hicbir isleme
tabi tutulmamis G. mellonella puplarina gére % 100’den fazla artis gosterdi. 0,05
KEZ dozu enjeksiyonu ve parazitlemeyi miiteakip 24 saat sonra gii¢lii enkapsiile
olmus boncuklarin orani sirasiyla % 11,9 £ 4,2 ve % 5,4 + 2,3 olarak bulunurken bu
oran kontrol pupunda % 48,6 + 5,3 olarak hesapland:1 (Tablo 3.21). 0,05 KEZ dozu
ve parazitlemeyi takiben 24 saat sonra gii¢lii enkapsiilasyon oranindaki bu azalma
kontrol gruplar1 ve diger zehir dozlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu

(F=15,498; sd=7,112; P=0,000).
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Sekil 3.38 G. mellonella’da A) Enkapsiile olmamis, B) Zayif enkapsiile olmus, C) Giiclii enkapsiile olmus DEAE Sephadex A-25 Boncuklari.
Siyah ok: Boncuk etrafindaki hemositler. Olgii Bart: 50 um.
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Tablo 3.21. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagli olarak G.mellonella pup evresinde enkapsiilasyon (%) oranlar1 ve zamana bagl

degisimleri.
Geri Alinan Enkapsiilasyon Derecesi (% + SH ve # boncuk sayis1)*
D Gruolan’® Boncuk
eney Gruplari Sayisi Enkapsiile olmamig Zayif Giicla
4s 24 s 4s 24 s 4s 24 s 4s 24 s
Kontrol 140 167 6,2+1,6a 5717 a 83,6+34a 457+51a 102+38ab 48,6+53a
9 10 118 77 13 80
Bos Enjeksiyon 168 155 129+25abc  79+20ab 66,7+33bcd 465+34a 204+40b 45,6 4,3 a
22 12 114 71 32 72
PBS 56 161 8.3 +2.4ab 64+15ab 794+39ab 520+50a 123+39ab 41,6+52ab
13 11 123 82 20 68
0,005 KEZ 150 159 204 +£28bcd 109+2,6ab 735+28abc 56,7+27a 6,1 £26a 324+34ab
31 17 111 90 8 52
0.01 KEZ 143 165 27,4+55cd 173+£34b  628+50cd 58,6+£33a 98+32ab 24,1£3,5b
37 28 93 97 13 40
0.02 KEZ 166 164 332%38de  178+22b  603+£32cd 512+50a 65+£23ab  31,0255ab
57 28 99 84 10 52
0.05 KEZ 165 152 33,7+3,7de 394+x47c 618%41cd 487%55a 45+18ab 11,9+42c¢
56 61 102 76 7 15
Parazitleme 161 155 47,1+6,1¢ 453 +48c 498+56d 493+40a 3,1+22a 54+23¢
77 70 79 76 5 9

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini gostermektedir.
"Ayn siitunda (a-e) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0,05)
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Deney gruplar

Sekil 3.39. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella pup
evresinde enkapsiilasyon (%) oranlar1 ve zamana bagh degisimleri, 4 s: 4 saat, 8 s: 8
saat, Kontrol: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos
Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.
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3.11. P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larval

hemositlerinde in vivo enkapsiilasyona etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonuna bagli olarak konak G. mellonella
hemositleri  enkapsiilasyon tepkilerinde goriilen degisimler Tablo 3.22°de
goriilmektedir. Sephadex A-25 boncuklarinin hicbir igleme tabi tutulmamis G.
mellonella larvalarina enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saat sonra geri alinan
boncuklarin % 46,3 + 4,3 ve % 84,9 £ 3,7’ si giiclii enkapsiile oldu (Tablo 3.22, Sekil
3.40). Bu durum hiicresel savunma reaksiyonlarinin G. mellonella’da pupal evreye
kiyasla larval evrede daha hizli olustugunu gostermektedir. Bos enjeksiyon yapilmis
ve PBS enjekte edilmis konak larvalarina Sephadex A-25 boncuklarinin
enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saatlik donemlerde enkapsiile olmamis, zayif
enkapsiile olmus ve giiclii enkapsiile olmus boncuklarin orani higbir isleme tabi
tutulmamis larvalara benzerlik gosterdi (Tablo 3.22, Sekil 3.40). 0,02 ve 0,05 KEZ
dozlar1 enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saatlik periyotlarda enkapsiile olmamis ve
giiclii enkapsiile olmus boncuklarin oraninda kontrol larvalarina gore anlamli bir
farklilik bulunmadi (Tablo 3.22). 0,05 dozundan daha yiiksek dozlarda ilk 4 saatlik
periyotta enkapsiile olmamis (F=14,873; sd=6,98; P=0,000) ve giiclii enkapsiile
olmus (F=24,149; sd=6,98; P=0,000) boncuklarin oraninda zehir enjeksiyonuna bagh
olarak istatistiksel olarak anlamli degisiklikler oldu (Tablo 3.22). Benzer sekilde
0,05 KEZ dozundan daha biiyiik dozlarda enjeksiyonu takiben 24 saatlik donemde
enkapsiile olmamis (F=27,146; sd=6,98; P=0,000), zayif enkapsiile olmus
(F=12,423; sd=6,98; P=0,000) ve giiclii enkapsiile olmus (F=42,304; sd=6,98;
P=0,000) boncuklarin oraninda énemli farkliliklar gézlendi (Tablo 3.22). 0,1 KEZ
dozu enjeksiyonunu miiteakip 4 ve 24 saatlik donemlerde enkapsiile olmamis
boncuklarin oranm sirastyla % 30,6 £ 5,8 ve % 23,0 + 4,0, giiclii enkapsiile olmus
boncuklarin oram ise sirasiyla % 23,5 + 4,2 ve % 26,6 £ 3,7 olarak hesaplandi ve
kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 3.22). En
yiiksek zehir dozu olan 0,5 KEZ dozu enjeksiyonunu takiben 4 ve 24 saat sonra
enkapsiile olmamis boncuklarin orani sirasiyla % 51,1 £ 6,9 ve % 45,6 + 5,5 olarak

hesaplandi (Tablo 3.22).
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Tablo 3.22. P. turionellae zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella larva evresinde enkapsiilasyon (%) oranlar1 ve zamana baglh

degisimleri.
Geri Alinan Enkapsiilasyon Derecesi (% = SH ve # boncuk sayis1)*
D Gruplart® Boncuk
ehey Lruplarl Sayis1 Enkapsiile olmamis Zayif Giiclu

4s 24 s 4s 24 s 4s 24 s 4s 24 s

Kontrol 160 167 79+22a 40+16a 45,8+44a 11,1+27a 463+43b 84,9+3,7a
13 7 74 18 73 142

Bos Enjeksiyon 167 174 7,1+18a 48+ 1,6a 349+39ab 14,5+3,0a 58,0+4,1ab 80,7+42a
12 8 57 26 98 140

PBS 164 162 74+19a 22+12a 37.8+7,1ab 14,6 +3,7a 548+69Db 83,2+3,7a
12 3 65 24 87 135

0,02 KEZ 165 160 7,1+29a 40+14a 203+4,0b 185+49a 726+5,6a 771,5+49a
12 7 34 29 119 124

0,05 KEZ 165 158 17,1 +3,8 ab 45+20a 46,75, 7a 114+34a 362+52bc 84,1+£3,7a
28 7 76 19 61 132

0,1 KEZ 156 170 30,6 £5,8b 23,0+4,0Db 459+54a 504+52b 235%42c 26,6 +3,7b
44 38 72 87 40 45

0,5 KEZ 141 157 51,1+69c 456+55c 439+6,2)a 47,0£50b 5,0£2,0d 74+2]7c
72 71 61 74 8 12

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasini gostermektedir.
"Ayn siitunda (a-d) ayni harfi tagiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0,05)
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Sekil 3.40. Zehir enjeksiyonuna baglhh olarak G. mellonella larva evresinde
enkapsiilasyon (%) oranlar1 ve zamana bagli degisimleri, 4 s: 4 saat, 8 s: 8 saat,
Kontrol: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos
Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.
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3.12. P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesinin konak G.

mellonella pupal hemositlerinde in vivo melanizasyona etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonu ve parazitlemesine bagli olarak konak G.
mellonella pupu viicut boslugunda bulunan Sephadex A-25 boncuklarinin
melanizasyon oranlar1 Tablo 3.23’de verilmektedir. Hicbir isleme tabi tutulmamis
puplarda enjeksiyonu takiben 4 saat sonra boncuklarin % 11,3 £ 2,5’i melanize
olurken 24 saat sonra bu oran 55,0 + 3,7 ye yiikseldi ve zaman donemleri arasindaki
bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (Tablo 3.23). Bos enjeksiyon ve PBS
enjeksiyonu yapilmis gruplarda melanizasyon oranlar1 24 saatlik donemde higbir
isleme tabi tutulmamis puplara benzerlik gosterdi (Tablo 3.23, Sekil 3.41).
Enjeksiyonu takiben 4 (F=4,07; sd=7,112; P<0,05) saatlik donemde ise bos

enjeksiyon yapilmis puplarda melanizasyon oranlarinda artis gdzlendi. Boncuklarin

Tablo 3.23. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella pup
evresinde melanizasyon (%) oranlar1 ve zamana bagh degisimleri.

Melanizasyon (%)*

Deney gruplari”

Zaman
4s 24 s
Kontrol 11,3+2,5abx 55,0+£3,7ay
Bos Enjeksiyon 222+36bx  530+31lay
PBS 10,5+22abx 432 +44aby
0,005 98+28abx  33,1+34by
0,01 7,6 +22ax 276+3,0by
0,02 95+24abx 354+45aby
0,05 39+13ax 11,1+26¢cx
Parazitleme 39+1,6ax 10,7 +3,4cx

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasim gostermektedir.
~ Aym siitunda (a-c) ve satirda (x-y) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).
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melanizasyon oranlar1 0,05 KEZ ve parazitlenmis gruplar hari¢ diger tiim deney
serilerinde 4 ve 24 saatlik donemlerde farklilik gosterdi (Tablo 3.23). 0,02 KEZ
dozu hari¢ diger tiim zehir dozlarinda ve parazitlenmis gruplarda 24 saatlik donemde
melanizasyon oranlarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli azalmalar oldu (F=23,07;
sd=7,112; P<0,05). 0,05 KEZ dozu enjeksiyonu ve parazitlemeyi takiben 24 saat
sonra melanizasyon oranlar sirasiyla 11,1 £ 2,6 ve 10,7 £ 3,4 olarak tespit edildi
(Tablo 3.23). 0,05 KEZ ve parazitlemeye bagl olarak ortaya ¢ikan bu azalmalar
hem kontrol gruplarina hem de daha diisiik zehir dozlarina gore istatistiksel olarak

anlamli bulundu (Tablo 3.23).

60,001
50,001 H Kontrol
c
% 40,00 HB.E.
(0]
= 30,00/ H PBS
< W 0,005
s 20,00
— 0,01
X ]
S 10,00 0,02
0,00 ‘ < m0,05
4s 24 s
mp
ZAMAN

Sekil 3.41. Parazitleme ve zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella pup
evresinde melanizasyon (%) oranlar1 ve zamana bagh degisimleri, 4 s: 4 saat, 8 s: 8
saat, Kontrol: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella pupu, B.E: Bos
Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu, P: Parazitleme.
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3.13. P. turionellae zehir enjeksiyonunun konak G. mellonella larval

hemositlerinde in vivo melanizasyona etkileri

P. turionellae zehir enjeksiyonuna baglh olarak konak G. mellonella larvasi
viicut boslugunda bulunan Sephadex A-25 boncuklarinin melanizasyon oranlari
Tablo 3.24°de verilmektedir. Buna gore boncuklarin melanizasyon oranlar1 kontrol
gruplart ve 0,5 KEZ dozu hari¢ diger tiim deney serilerinde 24 saatlik donemde 4
saatlik doneme kiyasla onemli farkliliklar gosterdi (Tablo 3.24, Sekil 3.42). Hicbir
isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvalarinda 4 ve 24 saatlik periyotlarda
melanize olmus kapsiillerin orani sirasiyla % 44,6 + 4,1 ve % 82,3 + 3,1 olarak
hesapland1 (Tablo 3.24, Sekil 3.42). Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis
gruplarda melanizasyon oranlar1 higbir isleme tabi tutulmamis larvalara benzerlik
gosterdi. Zehir enjeksiyonunu takiben ilk 4 saatlik donemde en yiiksek zehir dozu

olan 0,5 KEZ dozu hari¢ diger zehir dozlar1 melanizasyon oraninda anlamli farklilik

Tablo 3.24. Zehir enjeksiyonuna baglh olarak G. mellonella larva evresinde
melanizasyon (%) oranlart ve zamana baglh degisimleri.

Melanizasyon (%)*

Deney gruplari”

Zaman
4 s 24 s
Kontrol 446+4,1abx 823+3,lay
Bos Enjeksiyon 42,5+32abx  726+39ay
PBS 445+56abx 824+*35ay
0,02 48,0+49ax  74,8+36ay
0,05 36,6+24abx 798+23ay
0.1 269+34bcx 404+35by
0,5 138+3,1cx  209+34cx

*Deney grubu sonuglari 3 tekrarin ortalamasim gostermektedir.
~ Aym siitunda (a-c) ve satirda (x-y) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak onemsizdir (P>0,05).

93



90,00
80,001
S 70,00 B Kontrol
@ 60,001 mEE
N
= 50,00
: 7
|
< 40,00 PBS
E 30,001 W 0,02
X 20,001
- 0,05
10,00
0,00 ; ‘ mo1
4s 24's o5
ZAMAN

Sekil 3.42. Zehir enjeksiyonuna bagli olarak G. mellonella larva evresinde
melanizasyon (%) oranlar1 ve zamana bagl degisimleri, 4 s: 4 saat, 8 s: 8 saat,
Kontrol: Herhangi bir isleme tabi tutulmamis G. mellonella larvasi, B.E: Bos
Enjeksiyon, PBS: PBS Enjeksiyonu.

olusturmadi (Tablo 3.24). 0,5 KEZ dozu enjeksiyonunu takiben 4 (F= 10,19; sd= 6,
98; P<0,05) saatlik donemde 0,1 ve 0,5 KEZ dozlar1 enjeksiyonunu miiteakip 24 (F=
30,13; sd= 6, 98; P<0,05) saatlik donemde melanizasyon oranlarinda kontrol gruplari
ve diisiik zehir dozlaria gore istatistiksel olarak Onemli azalmalar gozlendi. En
yiiksek zehir dozu olan 0,5 KEZ dozunda 4 ve 24 saatlik periyotlarda melanizasyon

oranlari sirastyla % 13,8 + 3,1 ve % 20,9 + 3,4 olarak hesaplandi (Tablo 3.24).
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4. TARTISMA

Hymenoptera takimimin biiyiik bir kismimi olusturan parazitoit arilar, zararl
bocek populasyonlarinin kontroliinde onemli rol oynarlar. Zararlh bocek tiirlerinin
parazitoitlerle biyolojik miicadelesinde konak-parazitoit iliskisinin bilinmesi
yapilacak miicadelenin basarisi i¢in 6nemli bir unsurdur. Parazitoit tiirler gelisimleri
icin uygun ortam saglamak amaciyla genellikle konaklar1 olan boceklerin zararina
olacak sekilde, konak bagisiklik, hormonal, gelisim ve metabolik faaliyetlerinin
diizenlenmesini iceren c¢esitli mekanizmalara sahiptirler [22]. Konak regiilasyonu
olarak adlandirilan bu mekanizmalar i¢inde [234] 6nemli bir basamak olan konak
bagisiklik sisteminden kacinma; immiinolojik olarak taninmayi engelleme veya
konagin hemositik enkapsiilasyon reaksiyonlarin1 baskilama seklinde ortaya
cikmaktadir [55]. Biyolojik miicadelede dogal bir kaynak olusturan Hymenopter
tiirlerinin parazitleme oncesi veya esnasinda konaklarina aktardiklar1 salgilarin ve bu
salgilarin konak bagisiklik sistemi ve Ogeleri iizerindeki etkilerinin belirlenmesi ile
gelecekte bu zararli tiirlere 0Ozgii biyolojik insektisitlerin {iretimi miimkiin

olabilecektir.

Boceklerde bagisiklik sisteminin énemli bir unsuru olan hiicresel bagisiklik
tepkileri hemolenfte bulunan hemositler tarafindan gerceklestirilir. G. mellonella
hemosit tiplerinin belirlendigi bir calismada, larval evrede temel hemosit tiplerinin
prohemositler, plazmatositler, adipohemositler, sferiil hiicreler ve 6nositoidler oldugu
belirlenmistir [118]. Jones (1967) ise prohemositler ve plazmatositlerin ayrimi ¢cok
zor oldugu ic¢in her iki hiicre grubunu tek bir kategoriye alarak plazmatositoit
terimini kullanmistir [119].  Neuwirth (1973) G. mellonella’da daha Onceki
caligmalarda yag damlalar1 icerdigi i¢in adipohemosit olarak adlandirilan hemosit
tiplerinin aslinda graniiler hemositler oldugunu ve pup evresine yaklastikca bu yag
damlalarinin genisleyerek sayilarinin arttigini belirtmistir [120]. Son yillarda yapilan
caligmalarda, morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine gore

Lepidopterlerdeki temel hemosit tipleri prohemositler, graniilositler, plazmatositler,
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sferiilositler ve Onositoidler olarak belirlenmistir [36, 52, 100]. Calismamizda,
preperatlarin  mikroskobik incelemesi sonucunda, yapilan diger c¢alismalarin
sonuglarina uygun olarak G. mellonella larva hemolenfinde mevcut olan hemosit
tipleri prohemositler, plazmatositler, graniilositler, sferiilositler ve 6nositoidler olarak
belirlendi. Pup hemolenfinde ise prohemositler, plazmatositler, graniilositler ve
sferiilositler temel hemosit tipleri olarak belirlendi ancak incelenen hi¢bir pup
preperatinda onositoidlere rastlanmadi. Literatiirde G. mellonella’da pupal evrede
onositoidlerin kaybolmas1 ile ilgili bir caligmaya rastlanmamakla beraber, pupal
evreye yaklastikca Onositoidlerin  sayilarmin  azaldigi  bildirilmistir  [119].
Lepidopterlerde larval evrede farkli hemosit tipleri profili, E. declerata [235], B.
mori [236] ve P. includens [126]’de ayrintili olarak arastirilmis ve son larval evrede
onositoidlerin tespit edilemedigi bildirilmis ancak s6z konusu bocek tiirleriyle ilgili
pupal evrede bir calismaya rastlanmamistir. Agrotis ipsilon (Hufn.) (Lepidoptera:
Noctuidae)’da metamorfoz esnasinda hemosit populasyonlart iizerinde yapilan bir
caligmada bizim ¢calismamiza benzer sekilde pupal evrede 6nositoidler goriilmemistir
[237]. Farkli gelisim donemlerinde M. sexta hemosit tipleri ve sayilarinin
belirlendigi baska bir calismada larval evrede mevcut olan onositoidler pupal evrede
kaybolmuslardir [238]. Arastiricilar M. sexta hemosit profilinde meydana gelen bu
degisimin Ozellikle ekdizon olmak iizere degisen bocek hormonu seviyelerinden
kaynaklanabilecegini savunsalar da [238] bu konuda ayrintili caligmalara ihtiyac

vardir.

Daha onceki caligmalarla, genis bir konak yelpazesine sahip olmasi ile tutarl
olarak [195] P. turionellae disilerinin zehir kesesi iceriginin dogal konaklarinin farkl
evreleri iizerinde fel¢ edici ve toksik etkileri oldugu, iki bocek takimina ait kiiltiire
alian hiicrelerde in vitro sitotoksik etkiler gosterdigi belirlenmistir [228]. Zehirin
etki mekanizmasinin baslangic safhalarinin zehire duyarli hiicrelerde hiicre zar
gecirgenligindeki degisiklik sonucunda sitoplazmik uzantilarin olugmasi, hiicrelerin
yuvarlaklasarak ve sonunda siserek apoptozise benzer bir mekanizma ile
parcalanmasi oldugu one siiriilmiistiir [239]. Tez kapsamindaki caligmalarda ise P.
turionellae tarafindan dogal olarak parazitlenen veya disi parazitoitin zehir kesesi
iceriginin farkli dozlarinin deneysel olarak konaga enjekte edilmesi ile konak

hemolenfindeki toplam ve farkli hemositlerin miktarindaki degisimler arastirildi. P.
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turionellae tarafindan parazitleme ve zehir enjeksiyonu G. mellonella farkli gelisim
evrelerinde dolasimdaki hemosit sayilarinda farkl etkiler gosterdi. Doz ve zamana
bakilmaksizin parazitlenmis ve zehir enjekte edilmis puplarda toplam hemosit
sayilar1 kontrol grubuna gore % 50’den fazla azaldi (Tablo 3.1, Sekil 3.9).
Parazitlenmis ve zehir enjekte edilmis gruplarda tiim saatlerde G. mellonella toplam
hemosit sayilar1 3-5 x 10° hiicre/ml seviyelerine diiserken hicbir isleme tabi
tutulmamus puplarda hemosit sayilari 10x10° hiicre/ml’den fazla bulundu (Tablo 3.1,
Sekil 3.9). Zit olarak larvada toplam hemosit sayilarinda sadece yiiksek zehir
dozlarinda (0,1 ve 0, 5 KEZ) anlamli azalmalar gézlendi (Tablo 3.3, Sekil 3.10). P.
turionellae disilerinin ovipozisyon davranisi i¢in G. mellonella pupunu larvaya tercih
ettigi daha onceki calismada belirtilmistir [195]. Diisiik KEZ dozlarinin hemosit
sayilarinda pupal evrede larvaya gore daha etkili olmast P. turionellae disilerinin
pupal evreyi tercih etmesinin nedeni olabilir. Hymenoptera tiirlerinin zehirlerinin
avlar iizerinde etkili olabilmesi i¢in iiretilen zehirin miktar1 ve kimyasal bilesiminin
yam sira, bir seferde avlarina enjekte edilen zehir miktarinin da 6nemli oldugu
gosterilmigtir  [240]. Yapilan caligmalarin sonuglari, parazitlemede zehirin
fonksiyonunun farkli konak tiirleri iizerinde farkli etkiler gosterdigini, ayn1 zamanda
doza bagh farkliliklarin da meydana geldigini ortaya koymustur [23, 147, 163, 164,
241 - 244]. Parazitoit zehirinin yol actig1 fizyolojik etkiler, konak tiire oldugu kadar
konak tiiriin gelisme evresine baglh olarak da degismektedir [23, 163, 241, 243].
Bazi1 parazitoitlerin zehirleri konag fel¢ edebilmekte veya oldiirebilmekte iken, diger
bazilarininki biiylime ve gelismeyi durdurur veya yavaglatabilirler. Enjekte edilen
zehirin doza baglh etkisi de hem konak tiire hem de konak tiirlin evrelerine gore
degisiklik gostermektedir [23, 241, 243]. Bununla beraber P. turionellae zehirinin
G. mellonella pupu gibi larvasinda da toksik etkileri oldugu [228] ve G. mellonella
farkli gelisim evrelerinin P. turionellae tarafindan parazitlenmeye karsi pup ile esit

olmasa da duyarlilik gosterdigi daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir [195].

Parazitleme, parazitoit zehirinin ve bununla beraber iireme sistemi salgilarinin
konak igerisine girmesini icermektedir ve bu esnada bocek viicut duvarinin zarar
gormesi hiicresel faktorlerin degismesine neden olabilir. Bu nedenle bos enjeksiyon
ve PBS enjeksiyonunun G. mellonella hemosit sayilarina etkileri de belirlendi. Zehir

enjeksiyonu ve parazitlemenin aksine 24’iincii saatte bos enjeksiyon yapilmis
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puplarda toplam hemosit sayilart hi¢cbir isleme tabi tutulmamis puplara daha fazla
benzerlik gosterdi (Tablo 3.1, Sekil 3.9). Ancak, 4 ve 8 saat sonunda yapilan
hemosit sayimlar1 bu kontrol grubu i¢in parazitlenen ve zehir enjeksiyonu yapilan
deney gruplarindan farklilik gostermedi. Diger yandan, sadece PBS enjeksiyonu
yapilan kontrol gruplarinda da o6zellikle 4 ve 8’inci saatler sonunda yapilan
sayimlarda hemosit sayisinin parazitlenen ve zehir enjekte edilenlerin hemosit
sayisindan farkli olmadig: tespit edildi (Tablo 3.1, Sekil 3.9). Bos enjeksiyon ve
PBS enjeksiyonu yapilan puplardaki hemosit sayisindaki bu azalmanin yaralanma
veya sivi enjeksiyonunun sonucu meydana gelebilecegi ve konagin beslenme ve
hareket aktivitesi olmayan bu evresinin yaranin iyilestirilmesine veya sivi
enjeksiyonu sonucu olusan ozmotik basinca gec¢ tepkisinden kaynaklanabilecegi

degerlendirilmektedir.

P. turionellae farkli kese esdegeri zehir dozlari, konak G. mellonella son evre
larvasi toplam hemosit sayilarinda deney ve kontrol gruplar arasinda 0,1 ve 0,5 KEZ
dozlarinda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldu (Tablo 3.3, Sekil 3.10).
0.1 KEZ dozunda 24’iincii saatte, 0,5 KEZ dozunda ise 8 ve 24’iincii saatlerde
hemosit sayilar1 her iic kontrol grubuna gore oldukca diisiik bulundu (Tablo 3.3,
Sekil 3.10). Bos enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda ise toplam
hemosit sayilar1 pupal evrenin tam aksine tiim zaman dilimlerinde higbir isleme tabi
tutulmamis larvaya ve diisiik zehir dozlarina (0,02 ve 0,05 KEZ) benzerlik gosterdi
(Tablo 3.3, Sekil 3.10). Farkli bir ¢alismada P. hypochondriaca zehir enjeksiyonu ve
PBS enjeksiyonunu takiben ilk 16 saate kadar tiim deney gruplarinda konak tiir L.
oleracea larvalar1 toplam hemosit sayilarinda anlamli bir farklilik bulunmadig tespit

edilmistir [39].

Bir¢ok arastirmaci basarili bir parazitlemenin Lepidopter konaklarda toplam
hemosit sayisinda azalamaya yol actig1 sonucuna ulagmustir [178, 180, 181]. Ayrica
arastiricilar hemosit sayisindaki azalma ve hemositlerin gordiigii zarardaki artisi
deneysel olarak parazitoit zehiri enjekte edilen konaklarda da gézlemlemislerdir [36,
178, 179]. Mochiah ve arkadaslar1 [180] konak B. fusca’da toplam hemosit
sayllarinin ve plazmatosit sayilarinin parazitoit C. sesamiae parazitlemesi sonucu

azaldigimi belirtmigler ve zehir salgisinin bu immiin baskilamada tek basina yeterli
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olmadigin1 savunmuslardir. Parazitoit C. plutellae parazitlemesine bagli olarak
konak P. xylostella’da toplam hemosit sayilar1 parazitlemeyi miiteakip azalmis ve bu
azalma hem graniilosit hem de plazmatosit sayisinda meydana gelen azalmadan
kaynaklanmustir [181]. Parazitoit zehirinin Diptera larvalarinin hemositleri iizerine
morfolojik etkileri gosterilmis, parazitleme sonrasi konakta hemosit sayisinin
azaldig tespit edilmistir [103, 177]. Endoparazitoit tiirler ile yapilan calismalar
konak hemosit sayisi, morfolojisi ve canliligindaki degisimlerin disi parazitoit
salgilarinda bulunan PDVlerinden de kaynaklanabilecegini gostermistir [245]. M.
demolitor PDVleri ile enfeksiyon sonucu apoptozise maruz kalan graniilositlerden
dolayr konak P. includens hemositlerinin sayis1 azalmistir [175]. Cotesia rubecula
(Marshall) (Hymenoptera: Braconidae) PDVlerindeki bir proteinin konak P. rapae
hemositlerinin dagilma davranigina aktinlerine baglanip hiicre iskeletini bozarak etki
ettigi belirlenmistir [246]. C. kariyai tarafindan parazitlenen P. separata’da toplam
hemosit sayilar1 6nemli derecede azalmistir [178]. Ayni parazitoitin PDVleri tek
basina konaga enjekte edildiginde toplam hemosit sayisinda degisiklige neden
olmamus, zehir enjekte edildiginde ilk 1 saatte hemosit sayilari azalmis ancak diger
saatlerde anlamli bir degisiklik gozlenmemis, zehir ve PDV enjeksiyonu bir arada
yapildiginda ise tiim zaman donemlerinde hemosit sayilart azalmistir [178].
Arastiricilar zehirin hemosit sayisim1 azaltmada PDV fonksiyonu baslayana kadar ilk
etkiyi gosterdigini, ilerleyen zamanlarda ise PDV ve zehirin birlikte etki gosterdigini
savunmuslardir [178]. Ancak, tireme sistemi ile ilgili mikroskobik ¢alismalarda disi
parazitoitlerin iireme sisteminde PDVlere rastlanmamis olmasi P. turionellae i¢in bu
olasiligr ortadan kaldirmaktadir. Parazitleme ve zehir enjeksiyonunun hemosit sayisi
tizerindeki etkisinin benzer olmasi toplam hemosit sayisindaki diisiisiin daha ¢ok
spesifik konak dokular1 {izerine etki eden P. turionellae zehirinden
kaynaklanabilecegini akla getirmektedir. Benzer bir tiir olan P. hypochondriaca
zehirinin  konagim Oldiirebilecegi ve bunun bagisiklik sisteminin baskilanmasi
sonucu olabilecegi daha onceden One siiriilmiistiir [247, 248]. Buna ilaveten, P.
hypochondriaca zehirinin enjeksiyonunu takiben 32 saat sonra L. oleracea larval
hemosit sayilarinin % 56 oraninda azaldigi tespit edilmis ve zehirin hemosit
davranisi, morfolojisi ve canliligina potansiyel etkileri oldugunu gostermistir [39].
P. turionellae zehir igeriginde bulunan bilesenler melittin ve fosfolipaz B vasitasi ile

zehirin kiiltiire alinan hiicrelerde litik ve sitotoksik etkisi oldugunu gosteren daha
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onceki bir calisma, parazitoit zehirinin konak hemositlerinin sayis1 ilizerindeki

etkisini gosteren bu calisma sonuglarini destekler niteliktedir [228].

Higbir igleme tabi tutulmamis G. mellonella pupunda farkli hemosit sayilari
incelendiginde dolagimdaki hemositlerin yarisindan fazlasinin graniilositler oldugu
onu takiben ikinci en sik karsilasilan hemosit tipinin plazmatositler oldugu, diger
hemosit tiplerinin ise hemolenfte ¢ok diisiik oranda bulundugu tespit edildi (Tablo
3.5, 3.6, 3.7). Bununla beraber parazitleme 6zellikle dordiincii saatte graniilositlerin
sayisin1 Onemli derecede azaltti (Tablo 3.5, Sekil 3.11) ve plazmatositlerin sayisinda
artisa neden oldu (Tablo 3.6, Sekil 3.12). Yiiksek KEZ dozlarinda ise zamana bagh
olmaksizin graniilosit sayilarinda azalmalar ve plazmatosit sayilarinda artis tespit
edildi ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Zehir enjeksiyonu
ve parazitleme konak G. mellonella’da sferiilositler, onositoidler ve prohemositleri
iceren diger hemosit tipleri sayilarinda anlamli bir degisiklige neden olmad: (Tablo

3.7, Sekil 3.13).

Parazitlemenin konak farkli hemosit tiplerine etkileri genellikle larval evrede
belirlenmistir. Campoletis sonorensis (Cameron) (Hymenoptera: Ichneumonidae)
/H. virescens sisteminde parazitlemeyi takiben graniilosit sayilart artmis, plazmatosit
sayllar1 azalmistir ancak farkli hemosit sayilart zehir enjeksiyonundan
etkilenmemistir [157]. M. demolitor/ P. includens [114] ve Chelonus inanitus (L.)
(Hymenoptera: Braconidae) /Spodoptera littoralis (Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae)
[249] sistemlerinde ise parazitleme farkli hemosit tipleri sayilarinda bir degisiklige
neden olmamustir. Ektoparazitoit Eulophus pennicornis (Nees) (Hymenoptera:
Eulophidae) zehir enjeksiyonu ve parazitlemesine bagh olarak konak L. oleracea
farkli hemosit tipleri sayilarinda degisiklik gozlenmemis ancak parazitlemeyi takiben
6 giin sonra toplam hemosit sayilart azalmistir [36]. Arastiricilar toplam hemosit
sayilarindaki bu azalmanin tek bir hemosit tipinin azalmasindan degil genel olarak
tim hemosit tiplerinin oranlarinin azalmasindan kaynaklandigin1 savunmuslardir
[36]. Endoparazitoit C. plutellae zehiri konak P. xylostella’da plazmatositlerin
yayllma davranislarini, ozellikle yiiksek dozlarda graniilosit ve plazmatositlerin
canliliklarimi azaltmastir [179]. M. pulchricornis parazitlemesine bagh olarak konak

P. separata larvasinda graniilositlerin sayist 48’inci saatte anlamli derecede

100



azalmustir. [176]. Arastiricilar bu azalmanin zehir iceriginde bulunan viriis benzeri
partikiillerden kaynaklandigin1 ve partikiillerin graniilosit apoptozuna neden
oldugunu tespit etmislerdir [176]. Parazitlemenin pup evresinde farkli hemosit
sayllarina etkilerinin belirlendigi bir calismada konak P. rapae’nin pupal
endoparazitoit P. puparum tarafindan parazitlenmesi sonucu konak pupunda
plazmatositlerin azaldigi, graniilosit sayilarinin ise arttigl belirlenmistir [50]. Farkl
konak parazitoit sistemlerinde toplam ve farkli hemosit sayilarinda zehir ve
parazitlemenin etkisi hakkinda genel bir ¢erceve cizmek zordur. Farkli parazitoit
tirlerin konak - parazitoit iligkisi igerisinde konak bagisiklik sisteminin temel
unsurlar1 olan hemositler iizerinde ortaya cikardig etkiler farklidir. Parazitleme veya
deneysel olarak zehir enjeksiyonuna bagli olarak hemosit sayilarinda ortaya cikan
artma veya azalmalara neden olan mekanizmalar ise tam olarak aciga
cikarilmamustir. Parazitleme sonucu hemosit sayilarinda ortaya ¢ikan azalmalarin
konaga aktarilan PDVlerin hemositlerde apoptozise neden olmasindan kaynaklandig:
savunulmaktadir [178]. Ancak P. turionellae gibi PDV’lerinden yoksun olan
parazitotilerde zehir salgisinin apoptozise neden olduguna dair cok calismaya
rastlanmamistir. PDV’lerinden yoksun P. hypocondriaca’dan elde edilen zehir
konak L. oleracea hemositlerinde doza bagh bir sekilde apoptosize neden olmustur
[186]. Benzer sekilde P. turionellae zehiri ve parazitlemesi sonucu konak G.
mellonella pup ve larvasinda toplam hemosit sayilarinda meydana gelen azalmanin
da hemosit apoptozu ve mitotik indekste meydana gelen farklilagsmalar sonucu

olustugu tez calismasi kapsaminda bildirilmektedir.

Hemositlerde, yabanci organizmalara veya toksik maddelere kars1 bagisiklik
tepkilerini ortaya koyarken programlanmis hiicre oliimlerinin (apoptozis) meydana
geldigi [183, 184], hemosit sekillerinde ve mitotik indekste farklilagmalar oldugu
[101, 178] belirlenmistir. Hiicre 6liimii konak — parazitoit iligkisi i¢cinde genel bir
ozelliktir ve apoptozis ve/veya onkozis parazitoit larvasinin konak i¢inde basarili bir
sekilde gelisebilmesi icin konak uygunlugunun (6r: gelisimin durmasi, konak
bagisiklik sisteminin baskilanmasi, konak metabolizmasinin indirgenmesi veya
yeniden diizenlenmesi, konak lipitlerinin larval beslenme i¢in salinmasi)

diizenlenmesinde olduk¢a 6nemli goriinmektedir [51].
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Tez kapsaminda zehir iceriginde VLP ve PDV’lerinden yoksun P. turionellae
tarafindan dogal olarak parazitlenen veya disi parazitoit farkli zehir dozlarinin
deneysel olarak konaga enjekte edilmesi ile konak hemositlerinde apoptotik ve
mitotik indekste meydana gelen degisiklikler arastirildi.  Acridine orange ve
ethidium bromide ile boyanmis G. mellonella hemositlerinde zehir enjeksiyonu ve
parazitlemeye bagli olarak hemolenfte goriilen apoptotik hiicrelerin orant konak
gelisim evresine bagli olarak degiskenlik gosterdi. Pupal evrede bos enjeksiyon ve
PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda apoptotik ve nekrotik hemositlerin oraninda
hicbir isleme tabi tutulmamis G. mellonella puplarina kiyasla farklilik bulunmadi
(Tablo 3.13, Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24). Yiiksek zehir dozlar1 ve
parazitlemeye bagli olarak pupal hemositlerde kontrol gruplar ile karsilastirildiginda
erken ve ge¢ apoptotik hemositlerin oram1 % 50’den fazla artis gosterdi (Tablo 3.13,
Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24).  Aksine, nekrotik hemositlerde sadece
parazitlenen puplarda 24’ilincii saat sonunda anlamli bir artis meydana gelirken
larvalarda farklilik goriilmedi (Tablo 3.15, Sekil 3.31, 3.32, 3.33). Larval evrede bos
enjeksiyon ve PBS enjeksiyonu yapilan guruplarda apoptotik hemositlerin orani
hicbir isleme tabi tutulmamis larvalara benzerlik gosterdi. Diisiik zehir dozlarinda
erken ve gec apoptotik hemositlerin oran1 degismezken, anlamh artiglar 0,1 ve 0,5
KEZ dozlarinda gozlendi (Tablo 3.15, Sekil 3.31, 3.32, 3.33). Zehir enjeksiyonuna
bagl olarak P. turionellae zehirinin puplarin hemosit canliligi iizerindeki etkisi
larvalarla karsilastirildiginda cok daha giiclitydii. Zehirin farkli dozlarinin konak
hemositlerinde apoptotik indekse etkilerinin belirlendigi calismamizda konak
puplarinin daha c¢ok etkilendigini gosteren bu sonuc¢larimiz disi parazitoitlerin
ovipozisyon tercihlerinde hedef olarak konak puplarim1 se¢mesi ile tutarlilik

gostermektedir.

Parazitoit kaynakli salgilarin konak hemosit apoptozisine neden oldugunu
gosteren c¢alismalarda genel olarak parazitoit kaynakli PDV veya VLP’e
odaklanilmistir [175, 176]. P. includens’de parazitoit M. demolitor PDVlerinin
apoptozise neden olarak graniiler hiicrelerin sayisini azalttig tespit edilmistir [175].
Baska bir calismada, parazitoit M. pulchricornis zehirinde bulunan VLPler konak P.
separata’ya enjekte edildiginde bazi hemositlerin yiizeylerinde kabarciklar olusarak

sekillerinin bozuldugu ve kromatinlerin yogunlasip parcalanarak tipik apoptotik
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hiicre goriiniimii kazandigr belirlenmistir [176]. Apoptozis geciren hemositlerde
tipik olarak hiicrede kiiciilme, hiicre zarinda kabarciklagma, kromatinde yogunlasma
ve DNA’nin parcalanmasi dikkat cekmektedir [183, 185]. D. semiclausum
tarafindan parazitlenen P. xylostella’da ise prohemositlerin nekrozu ve hematopoetik
organin tahribati goriilmiis ancak calisma sonuclarimizin aksine apoptotik hemositler
tespit edilememistir.  Calismada parazitleme konak hemositlerinin canliligim

etkilememistir [154].

P. hypochondriaca |39, 247], P. puparum [50, 250], P. turionellae [228] ve N.
vitripennis [44] gibi PDV ve diger simbiyotik viriislerden yoksun parazitoit tiirlerde
zehirin tek basina konak bagisiklik sistemi iizerinde etkisi oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir. P. puparum |/ P. rapae sisteminde zehirin tek basina
hemosit yayilmasini ve enkapsiilasyon davranisini engelleyebildigi gosterilmis ancak
hemositlerin hiicre iskeletinin zehir tatbikinden etkilenmedigi ve canliliklarini devam
ettirebildikleri tespit edilmistir [S0]. Ektoparazitoit N. vitripennis zehirinin farklh
bocek tiirleri ve omurgali hayvanlara ait cesitli dokulardan alinan hiicrelerde
olusturdugu sitotoksik etkiler incelenmis ve hiicrelerde meydana gelen doza ve
zamana bagh tepkiler karsilastirllmistir [44]. Tiim hiicrelerde, zehire tepki olarak
goriilen morfolojik degisim, sirasi ile sitoplazmik uzantilarin olusmasi, plazma
zarinda kabarciklarin olugmasi, plazma ve cekirdek zarlarinin sismesi, cekirdek
materyalinin yogunlagmasi ve hiicre parcalanmasi seklinde olmustur [44]. Ancak,
zehirin sitotoksik aktivitesinde tiire bagl farkliliklar goriilmiis, omurgali hiicreleri
bocek hiicrelerine, dogal konak olmayan tiirlere ait hiicreler ise dogal konak
hiicrelerine oranla daha gec ve daha yiiksek dozlarda tepki vermistir [44]. Zehire
maruz kalan hiicrelerin 6liimii tamamen engellenemese de ozmotik koruyucularin
kullanim1 ile yavaslamis veya hiicre disi iyonlarin secici olarak artirnmi ile
hizlanmistir [44]. Onkoziste zehirin toksik etkisi ile plazma zarinda ag¢tig1 porlardan
once iyonlarin ve ardindan da suyun ozmozla hiicre i¢ine gecisi ile hiicrenin siserek
parcalandigi ifade edilmistir [44]. Onkotik hiicrelerde, hiicre i¢i Ca* seviyesinin
artis1 sonucu hiicre iskeleti-hiicre zar1 biitiinliigiiniin bozulmas: ile plazma zarinda
kabarciklarin olustugu, bu bozulmanin Ca*? ile aktiflenen fosfolipaz aktivitesinin
hiicredeki yag asitlerini serbest birakmasi ile gerceklestigi tespit edilmistir [44]. P.

turionellae zehirinin Trichoplusia ni (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae)’den elde
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edilen embriyonik hiicre hatti (BTI-TN-5B1-4) {iizerindeki etkilerinin belirlendigi
bagska bir ¢aligmada in vitro olarak zehirin plazma membran gecirgenligini degistirip
baz1 hiicrelerde sismeye neden oldugu ve bunun sonucunda zehir tatbik edilen bir
kistm hiicrelerin onkozis ile oldiigii bildirilmistir [239].  Ancak arastiricilar
hiicrelerin morfolojik incelenmesi sonucu hiicrelerin biiyiikk bir kisminin 6lim
seklinin onkozis olmadigini, zehir tatbikine bagli olarak hiicre membraninda
kabarciklar olusmasi sonucu Oliim seklinin apoptozis olabilecegi sonucuna
varmiglardir [239]. Farkli bir calismada disi ovipozisyon salgilar1 icerisinde PDV ve
VLP bulunmayan P. hypocondriaca zehirinin konagi L. oleracea hemositlerini doza
bagli olarak artan bir oranda Oldiirdiigii rapor edilmistir [186]. Zehir
konsantrasyonuna bagli olarak hemosit canliliginda azalma oldugunu gosterdigimiz
calisma sonuglarimiz yakin bir tiir olan P. hypocondriaca zehiri ile elde edilen

sonuglarla [186] paraleldir.

Viral olarak enfekte olmus konaklarda bagisiklik sisteminin baskilanmasi
hiicresel seviyede hiicre iskeletinin bozulmasi, hemositlerin toplanmasi ve yayilma
ve yabanci yiizeylere yapisma davranislarinin engellenmesi ve apoptotik yolla hiicre
Olimii sonucu hemosit sayilarinda meydana gelen azalmalar ile gerceklesmektedir
[114, 175, 246]. Bununla beraber konak immiin sisteminde meydana gelen bu
degisimleri baslatan mekanizmalar hakkinda fazla bir bilgi bulunmamaktadir.
Hemositlerde hiicre iskeletinde meydana gelen degisimlerin apoptotik yollarla
baglantili olmas1 muhtemeldir. Ornegin sitoplazmik kabarciklarin olusumu apoptotik
hiicrelerin plazma membranlarinda goriilmektedir [251]. Bu kabarciklarin olusmasi
genellikle hiicre iskeleti - hiicre zan iliskilerinin bozulmasini icermektedir ve bu
bozulmanin Ca**-bagli proteazlarin aktivasyonundan kaynaklandigi savunulmaktadir
[252, 253]. Proteaz aktivasyonu hiicre ici kalsiyum seviyesinde artis olmasini
gerektirir [254]. Ca**un L-tip1 kalsiyum kanallariyla plazma membranindan hiicre
icine girmesi ve hiicre i¢i depolardan kalsiyum mobilizasyonu bir¢ok viriisiin temel
etkisidir [255]. Bununla beraber parazitoit zehirinin neden oldugu apoptotik hiicresel
yollar tam olarak bilinmemektedir. Parazitoit zehirinin kendi konak hemositleri
tizerinde etkili oldugu gbz Oniine alindiginda zehirin etki mekanizmasinin reseptor-
aracili oldugu diisiiniilmektedir [256]. Daha 6nce bocek zehirlerinde var oldugu

tespit edilen metalloproteinazlar [257] apoptozisi tetikleyen sitotoksik etkilerin
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nedeni olabilir.  Yapilan caligmalarda yilan zehiri metalloproteinazlart olan

jararhagin ve BAP1’in apoptozise neden oldugu bildirilmistir [258, 259].

Lepidoptera’da dolasimdaki hemositler hematopoietik organdan salinmakta
diger yandan da hali hazirda dolasimdaki hemositlerin mitoz boliinmesi ile
saglanmaktadir [126, 154]. Kontrol gruplarimizdan elde ettigimiz sonuglar G.
mellonella, B. mori ve E. declarata [121, 124, 189, 190] tiirlerinde normal olarak
dolasimdaki hemositlerin yaklasik %1-8’inin mitotik fazda oldugu bulgusu ile uyum
icerisindedir. Ancak gerek zehir enjeksiyonu gerekse de dogal parazitleme ile
calisilan tiim zamanlarda puplarda tim dozlarda, larvalarda ise yiiksek zehir
dozlarinda (>0.05) mitotik hemositlerin oran1 %0,5’in altina diistii (Tablo 3.17, 3.19,
Sekil 3.35, 3.37). Konak hemositlerinde mitoza endoparazitoit zehirinin veya
parazitlemenin etkisini arastiran ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Bir ¢calismada C.
kariyai PDV ve zehir enjeksiyonu tatbik edilen P. separata hemositlerinde mitoz
boliinmenin durdugu tespit edilmistir [178]. Arastirmacilar, zehir ve PDV etkisi ile
4C ve 8C ploidilerinin kayboldugunu, PDVlerin hiicre dongiisiinii baskilayacak
hiicresel plazma faktorleri iirettigini one siirmiiglerdir [178]. Boceklerde hiicre
boliinmesi bocegin gelisim evresine baghdir ve 20-hidroksiekdizon (20E) ve jiivenil
hormon (JH) gibi hormonlarin hemolenfteki konsantrasyonlariyla diizenlenir [260].
Konak- parazitoit iligskisinde parazitlemeye bagli olarak bu endokrin sinyallerin
degisime ugramasi ile ilgili literatiirde calismalar mevcuttur. Ornegin C. nigriceps
tarafindan parazitlenen konak larvasinda protorasik bezlerin inaktivasyonuna baglh
olarak ekdisteroit seviyesi azalmis ve pupal metamorfoz engellenmistir [261]. Diger
yandan farkli konak-parazitoit sistemlerinde parazitlemenin antimetamorfik etkileri,
endojen jiivenil hormonun biyosentez ve metabolizmasindaki degisikliklere bagh
olarak jiivenil hormon seviyesindeki artisa baglanmistir [262, 263]. P. turionellae
parazitlemesi veya zehir enjeksiyonuna bagli olarak konak G. mellonella
hemositlerinde mitotik indekste meydana gelen degisimler hormonal olabilir. Ancak
parazitoit zehirinin konak hemositlerinde mitoz boliinmeyi azaltma veya
durdurmasini tetikleyen mekanizmalar icin hiicresel seviyede ayrintili ¢alismaya

ihtiyag¢ vardir.
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Bocek bagisiklik sisteminin 6nemli bir unsuru olan hiicresel savunma tepkileri
yabanci maddelerin fagositoz, nodiilasyon ve enkapsiilasyonunu kapsamaktadir [52,
55]. Konak bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu icerisine giren
ve gelisimini burada siirdiiren endoparazitoit yumurta ve larvalari, konagin
kendinden olmayani algilamasi sonucu konak hiicresel savunma tepkilerine maruz
kalmaktadirlar [38, 39, 49, 50]. Basarili bir parazitleme ve parazitoit neslinin devami
ancak konak bocegin savunma tepkilerinin parazitoit tarafindan baskilanmasi sonucu
olabilmektedir [44]. Endoparazitoit kaynakli yumurtalik proteinleri, VLPler ve/veya
PDVleri gibi ovipozisyon esnasinda konaga enjekte edilen ve konak hemositlerinin
hem sayisina hem de davranislarina, 6zellikle de yapisma ve dagilmalarina etki eden
faktorler konak bagisiklik sistemini zayiflatmaktadir [21, 39, 156 — 159]. Konak
bagisiklik sisteminin zayiflatilmasinda endoparazitoit zehirinin rolii ise bir¢ok

durumda tam olarak aydinlatilamamagstir [39].

Bocek viicut bosluguna giren yabanci obje ve parazitlere karsi en temel
bagisiklik tepkisi enkapsiilasyondur [55, 59, 183]. Enkapsiilasyon tepkisi farkli
bocek ordolarinda detayli olarak calisilmis ve Lepidopterlerde enkapsiilasyondan
sorumlu temel hemosit tiplerinin graniilositler ve plazmatositler oldugu tespit
edilmistir [55, 108]. Son yillarda yapilan ¢alismalar farkli parazitoit tiirlerin konak
enkapsiilasyon  tepkisini  baskilamak i¢in  farkli  stratejiler  gelistirdigini
gostermektedir. Bu stratejiler igerisinde endoparazitoit zehirinin rolii tam olarak
acikliga kavusmamakla beraber bazi arastiricilar brakonid tiirlerde zehirin PDV ve
kaliks sivisinin etkilerini arttirdigini savunmaktadirlar [24, 174, 264]. Bununla
beraber simbiyotik viriislerden yoksun olan endoparazitoit tiirlerde zehirin tek basina
enkapsiilasyonu baskilamada etkili oldugunu gosteren simirli sayida calisma
literatirde mevcuttur.  Ornegin yakin bir tiir olan P. hypocondriaca ve P.
puparum’dan elde edilen zehirin konaklar1 L. oleracea ve P. rapae’de enkapsiilasyon
tepkisini baskiladigi gosterilmistir [39, 50]. Diger yandan parazitoit ovipozisyonuna
bagl olarak konak hemositlerinin enkapsiilasyon davranislarinin baskilanmasi ile
ilgili caligmalarda genellikle yumurta ve larva parazitoitlerine odaklanilmis, pupal
evrede enkapsiilasyonun baskilanmasina cok az sayida ¢alismada rastlanmistir [50,

192, 250].
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P. turionellae zehiri enjekte edilen veya parazitlenen G. mellonella’da
enkapsiilasyon tepkisi konak gelisme evresine bagh olarak oldukca farklilik gosterdi.
Calismamizda, Sephadex A-25 boncuklari i¢in konak puplarinda da enkapsiilasyon
reaksiyonu goriilse de etki larvalardaki kadar giiclii degildi. Higbir isleme tabi
olmayan kontrol grubunda sadece 4 saat sonra larva i¢ine enjekte edilen boncuklarin
% 46,3’tnlin cok katmanli olarak hemositlerle ¢evrilmis olmast giiglii bir
enkapsiilasyonun olustugunu gostermektedir (Tablo 3.22, Sekil 3.40). Ancak, bu
oran puplarda sadece % 10,2 olarak tespit edildi (Tablo 3.21, Sekil 3.39). Bu durum
hiicresel savunma reaksiyonlarinin G. mellonella’da pupal evreye kiyasla larval
evrede daha hizli olustugunu gostermektedir. Zehirin farkli dozlarinin enjeksiyonu
ve parazitleme giiclii enkapsiilasyon oranlar1 agisindan larva ile pup arasindaki bu
farki1 devam ettirdi. Pupal hemositlerde zehir enjeksiyonu veya parazitlemeyi
miiteakip enkapsiilasyonun larvalara nispeten daha zayif olmasi larvaya oranla pupu
secen ergin disi parazitoitlerin ovipozisyon tercihlerinin belirlendigi daha Onceki

calisma sonuglart [195] ile tutarlilik gostermektedir.

Sephadex A-25 boncuklarmin G. mellonella puplarina enjeksiyonunu
miiteakiben 4 saat sonra giiclii enkapsiile olan boncuklarin orami kontrol gruplari,
zehir enjeksiyonu yapilmis gruplar ve parazitlenmis gruplar arasinda benzerlik
gosterdi (Tablo 3.21, Sekil 3.39). Bununla beraber giiclii enkapsiile olmus
boncuklarin oraninda pupal evrede enjeksiyonu miiteakip 24 saat sonra 6zellikle en
yiiksek zehir dozu olan 0,05 KEZ ve parazitlenmis gruplarda kontrol grubuna kiyasla
cok Onemli bir azalma go6zlendi (Tablo 3.21, Sekil 3.39). Zehirin 0,05 kese esdeger
dozunun 24 saat sonundaki enkapsiilasyon orani ile parazitlemede goriilenin benzer
olmas1 disi parazitoit icin pupta daha once belirlenen [228] LDyy degeri olan 0,06
KEZ ile uyum igerisinde goriinmektedir. Benzer bir tiir olan P. hypocondriaca zehir
enjeksiyonuna bagl olarak konak L. oleracea’de 1/5 kese esdegeri zehir dozunun
hemositik enkapsiilasyonu tamamen baskilamada yeterli oldugu bildirilmistir [192].
Pupal endoparazitoit olan P. puparum zehir enjeksiyonu, konak P. rapae’de
enkapsiilasyon tepkisini ve hemositlerin yayilma davranmisimt baskilamistir [50].
Aragtiricilar  enkapsiilasyonun  baskilanmasinin,  plazmatositlerin ~ yayilma
davraniginin baskilanmasinin sonucu oldugunu savunmuglardir [50]. Konak G.

mellonella larvalarinda Sephadex A-25 boncuklarinin enkapsiilasyonuna zehirin
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etkisinin belirlendigi deneylerde ise hicbir isleme tabi tutulmamis, bos enjeksiyon
yapilmis ve PBS enjeksiyonu yapilmis gruplarda enkapsiile olmamis, zayif enkapsiile
olmus ve giiclii enkapsiile olmus boncuklarin orani birbirine benzerlik gosterdi
(Tablo 3.22, Sekil 3.40). P. turionellae 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda giiclii enkapsiile
olmus boncuklarin oran1 kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak azaldi (Tablo
3.22, Sekil 3.40). 0,5 KEZ dozunda zehir enjeksiyonunu miiteakip 4 ve 24 saat sonra
enkapsiile olmamis boncuklarin oraninda %50’den fazla artis oldu (Tablo 3.22, Sekil
3.40).

Literatiirde ovipozisyon esnasinda ergin disi parazitoit tarafindan konak viicut
boslugu icerisine birakilan salgilarin, konak hemositlerinde enkapsiilasyon
davranmigin1 baskiladigimi gosteren cok sayida calisma olsa da bu c¢alismalarda
genellikle PDV veya VLP iceren parazitoitlere odaklanilmistir. Ornegin larval
endoparazitoit M. pulchricornis tarafindan parazitlenen konak P. separata ’da
hemositlerin enkapsiilasyon davranisi1 6nemli derecede azalmistir [176]. Aym
caligmada viriis benzeri partikiillerin konaga enjekte edilmesi enkapsiilasyonu
baskilamis ancak zehir enjeksiyonu etki gostermemistir [176]. O. furnacalis
larvalarina M. cingulum zehir ve yumurtalik proteinleri enjekte edildiginde zehirin
tek basina enkapsiilasyonu baskilamada etkili olmadig1 ancak yumurtalik proteinleri
ve zehir karisiminin hemositlerin enkapsiilasyon davranisini baskiladigi belirtilmistir
[191]. Baska bir calismada D. semiclasum parazitlemesine bagli olarak konak P.
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) hemositlerinde, parazitlemeyi takiben 24 saat
sonra hemositlerin enkapsiilasyon davranislarinda baskilanma gozlenmistir [154]. C.
plutella tarafindan parazitlenen ve parazitlenmemis konak P. xylostella larvasinda
enkapsiilasyon arastirilmis, enjeksiyonunu takiben 24 saat sonra parazitlenmemis
larvada boncuk etrafinda melanize olmus enkapsiilasyon materyali birikirken
parazitlenmis larvada sadece birka¢ hemosit boncuklara yapismis ve enkapsiilasyon
baskilanmistir [181]. PDV veya VLP iceren bu parazitoit tiirlerin konak
hemositlerinde enkapsiilasyonu baskilamasi hiicresel seviyede, hiicre iskeletinde
bozulmalar, yabanci yiizeyler iizerinde hemositlerin yayilma kabiliyetinin bozulmasi,
apoptozis ve dolasimdaki hemosit sayilarinda azalmalar ile saglanmaktadir [114,

148, 159, 175, 246].
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Benzer sekilde yakin bir tiir olan ve simbiyotik virlisler icermeyen P.
hypocondriaca zehirinin konak hemositlerinin morfoloji ve yayilma davranigini
etkiledigi ve enkapsiilasyon davranisini baskiladigi gosterilmistir [39]. Arastiricilar
zehirin bu etkisini hemositlere zarar vererek ve yayilmalarin1 baskilayarak
gerceklestirdigini One siirmiislerdir [39]. Zehirin tek basina konak hemositlerinde
enkapsiilasyon davranisim1 baskiladigt P. puparum /| P. rapae [50, 250] ve C.
glomeratus | P. rapae parazitoit konak sistemlerinde de gosterilmistir [174]. P.
puparum zehir bilesenleri anyon degisim kromotografisi ile izole edilmeye ¢alisiimis
ve elde edilen 24.1 kDa’luk Vn.11 adi verilen zehir proteini arastiricilar tarafindan
asil immiin baskilayict protein olarak ele alinmistir [250]. Yapilan in vitro
caligmalarda bu zehir bileseninin konak P. rapae hemositlerinde tek basina
hemositlerin yayilma ve enkapsiilasyon davranisini baskiladigi gosterilmistir [250].
Farkli bir ¢calismada yine simbiyotik viriislerden yoksun P. hypocondriaca zehirinden
VPr3 adi verilen 30-33 kDa’luk bir protein kromotografik yontemlerle izole edilmis
ve bu proteinin hemosit anti-agregasyon proteini olarak is gordiigii ve konak
hemositlerinde enkapsiilasyonu baskiladigr tespit edilmistir [232]. Bu c¢alismalar
PDV ve VLP’den yoksun parazitoitlerde konak hiicresel savunma tepkilerinin
baskilanmasini saglayan zehir bilesenlerinin izolasyonu ve karakterizasyonu
bakimindan ilk calisma olmalariyla dikkat ¢cekmektedir [250]. Simbiyotik viriisler
iceren C. rubecula ile yapilan calismada zehirden izole edilen 58 kDa’luk
kalretikulin benzeri proteinin konak P. rapae larvasinda hemositlerin yayilma
davranigint  baskiladigi ve boylelikle gelisen parazitoitin enkapsiilasyonunu
engelledigi tespit edilmistir [265]. Arastiricilar parazitoit zehirinden elde edilen bu
kalretikiilin benzeri proteinin, erken enkapsiilasyon reaksiyonlarina aracilik eden
konak hemosit kalretikiilin proteini baglanma bolgesine baglanan bir antagonist
olarak fonksiyon gosterdigini savunmuslardir [265]. G. mellonella ile yapilan bir
calismada bocek icerisine enjekte edilen sefaroz boncuklarindan enkapsiilasyonun
erken evresinde izole edilen 47 kDa’luk proteinin bilinen kalretikiilin proteinlerine
benzerlik gosterdigi tespit edilmistir [266]. Kalretikiilin endoplazmik retikulumda
multifonksiyonel bir Ca*? baglayici proteindir ve G. mellonella hemositlerinde de var
oldugu gosterilmistir [266]. Daha O©nce yapilan bir calismada kalretikiilin
molekiiliiniin notrofiller {izerinde bulundugu ve mikrobial enfeksiyon esnasinda

kalretikiilinin G- proteini aracilifiyla sinyal ileterek notrofilleri aktive ettigi
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belirtilmistir [267]. Buna dayanarak Choi ve ark. G. mellonella hemositlerinde var
oldugu tespit edilen Kkalretikiilin proteininin hiicrelerin kendinden olmayanin
taninmasinda is gordiigiinii savunmuslardir [266]. P. turionellae zehirinin konak G.
mellonella hemositlerine ve Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)
embriyo hiicrelerine etkilerinin belirlendigi baska bir calismada sadece zehir tatbik
edilen G. mellonella hemositlerinde ¢ok miktarda vakuol olusumu gozlenirken, anti-
kalretikiilin i¢eren zehir uygulandiginda ¢ok az vakuol olusumu gozlenmistir [268].
Aragtiricilar bu durumun P. turionellae zehirinde kalretikiilin varligin1 gosterdigini
bildirmislerdir [268]. G. mellonella hemositlerinin aksine, sadece zehir veya anti-
kalretikulin tatbik edilen 7. ni embriyo hiicrelerinde asir1 oranda vakuol olusumu
gozlendi [268]. Embriyo hiicrelerinde kalretikulin baglanmasini engelleyerek zehir
etkisinden korunma saglanamamasi parazitoit zehirinin hedef hiicrelerde spesifik etki
gosterdigini ortaya cikardi [268]. P. turionellae zehir iceriginde kalretikiilin
varliginin -~ gosterilmesi, bu  proteinin  G.  mellonella’da  enkapsiilasyon
reaksiyonlarinda gorev alan kalretikiilin benzeri proteinin baglanma bolgesine
baglanarak enkapsiilasyon tepkisini baskilayan bir protein olabilecegini

diisiindiirmektedir ancak bunun icin ayrintili ¢calisma yapilmasi gerekmektedir.

G. mellonella pupal evresinde konak viicut boslugu icerisine enjekte edilen
boncuklarin melanizasyon oranlarinda 4 saatlik zaman diliminde bir farklilik
goriilmezken, 24 saatlik donemde zehir enjekte edilmis ve parazitlenmis gruplarda
anlaml azalmalar tespit edildi (Tablo 3.23, Sekil 3.41). G. mellonella larval
evresinde ise enjeksiyonu miiteakip 4 saatlik donemde melanizasyon oranlarinda en
yiiksek zehir dozu olan 0,5 KEZ dozunda kontrol grubuna kiyasla anlamli farklilik
gozlenirken, 24 saatlik donemde 0,1 ve 0,5 KEZ dozlarinda diger tiim gruplara
kiyasla melanizasyon oranlari oldukca diisiik bulundu (Tablo 3.24, Sekil 3.42).
Boceklerde kiitikular yaralanma veya viicut boslugu icerisine yabanci organizmalarin
girmesi durumunda ortaya cikan hemosit aracili enkapsiilasyon reaksiyonlarinin
sonucu olarak melanizasyon gerceklesmesi genel bir olgudur [269]. Melaninin
serbest radikal siipiiriicii etkisinden dolayi, enkapsiilasyon esnasinda parazitoit
yumurtast lizerinde melanin birikmesi, sitotoksik radikallerin enkapsiilasyon
bolgesini hedef almasini, immiin savunmanin sadece yabanci ylizey {iizerinde

gerceklesmesini ve konak acgik dolasim sistemi icerisinde sitotoksik molekiillerin
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diger bolgelere yayilmamasini saglar [270, 271]. Yaralanma veya savunma tepkileri
sonucu olusan melanizasyon reaksiyonlar1 boceklerde fenoloksidaz aktivitesine
dayandirilmaktadir [269]. Kiitikiilar melanizasyonda fenoloksidazin proenzimi olan
profenoloksidazin dolasimdaki hemositlerden salindig: bilinmektedir [269]. Ornek
tanima molekiilleri profenoloksidazin aktif fenoloksidaza doniisiimiinii saglayan ve
serin proteinazlari da iceren enzimatik yollarin aktivasyonunu saglar [166].
Profenoloksidaz aktivasyonu sonucu olusan fenolik bilesikler viicut boslugunda
bulunan yabanci maddeler icin toksiktir [166]. Yapilan bir ¢alismada C. rubecula
zehirinden izole edilen serin proteinaz homologu proteinin konak P. rapae’de
melanin olusumunu engelledigi gosterilmistir [166].  Drosophila melanogaster
(Fallen) (Diptera: Drosophilidae)’de parazitoit Leptopilina boulardi (Barbotin,
Carton ve Kelner-Pilaut) (Hymenoptera: Figitidae) yumurtalarinin enkapsiilasyonu
ve melanizasyonu esnasinda fenoloksidaz aktivitesinin arttigi bildirilmis ancak
parazitoit aracili bu aktivasyonun mekanizmasi calisitilmamistir [272, 273]. Bagska bir
calismada Cotesia congregata (Say) (Hymenoptera: Braconidae) tarafindan
parazitlenen M. sexta larvalarinda hemolenfin melanizasyonu ve fenoloksidaz
aktivitesi onemli derecede azalmistir [274]. H. armigera parazitlemesine bagl
olarak konak hemolenf fenoloksidaz aktivitesinde 6nemli bir azalma gozlenmistir
[275]. Bir ektoparazitoit olan E. pennicornis parazitlemesine bagl olarak konak L.
oleracea’de hemolenf fenoloksidaz aktivitesinin azalmasina baghi olarak
melanizasyon orani azalmistir. Ancak melanizasyonda goriilen bu azalma zehir
enjeksiyonuna baglh olarak ortaya ¢ikmamistir [38]. P. turionellae parazitlemesi ve
zehir enjeksiyonuna bagli olarak konak enkapsiilasyon materyalinde melanizasyonun
engellenmesi, G. mellonella’da diger bocek tiirlerinde oldugu gibi hemolenf
fenoloksidaz aktivitesinin azalmasina bagli olabilir. Bu calisma sonucunda P.
turionellae zehir enjeksiyonunun ve parazitlemesinin dogal konag1 G. mellonella’nin
hem larva hem de pup hemositlerinin enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkilerinde
etkili olmasi parazitoit zehirinin konagin farkli gelisim evreleri iizerinde etkili
oldugunu gosterdi. Bu sonug, daha onceki calismalarda [228] One siiriilen P.
turionellae zehirinin felg edici etkisinin parazitoit gelisimini kolaylastirmak icin
konak hiicresel ve humoral bagisiklik sistemini baskilamak seklinde olustugu

goriisiinii desteklemektedir.
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Parazitlemeyi miiteakip konagini fel¢ eden ve yasamimi siirdiirmesine izin
vermeyen idionobiont tiir P. turionella’nin hedef hiicrelerde hiicre canliligin
azaltarak, enkapsiilasyon davranmisini engelleyerek, mitotik aktiviteyi azaltip
apoptozisi tetikleyerek bu etkileri olusturdugu degerlendirilmektedir. P.
turionellae’nin aricilik ve ziraatte olumsuz sonuglar yaratan bir¢ok zararli konak
bocek tiirli iizerinde biyolojik ajan olarak 6nemli oldugu goz Oniine alindiginda,
parazitoit zehirinin konak bagisiklik sistemi iizerinde etkilerinin belirlenmesinin
ileride rekombinant biyolojik insektisitlerin iiretimi dahil olmak {izere biyolojik
kontrol uygulamalarinda yarar saglayacagi degerlendirilmektedir. P. turionellae
zehir enjeksiyonunun ve dogal parazitlemenin konak hiicresel bagisiklik sisteminin
savunma reaksiyonlarinda is goren hemositleri iizerine karsilagtirmali etkisini ortaya
koyan bu c¢alismanin, konak regiilasyonunda parazitoit salgilarinin roliinii daha
detayli olarak anlasilmasma yardim edecegi, ayrica, elde edilen verilerin bdcek
biyokimyasi, fizyolojisi, gelisim biyolojisi, biyolojik kontrol ve insan saghig ile ilgili

caligmalara da 151k tutacag diisiiniilmektedir.

112



S. KAYNAKLAR

[1] Graethead, D.J. ve Waage, J.K., “Opportunities for Biological Control of
Agricultural Pests in Developing Countries”, World Bank Technical Paper, Number
11, The World Bank, Washington, D.C., U.S.A., (1983) 1.

[2] Andow, D.A., Ragsdale, D.W. ve Nyvall, R.F., “Ecological Interactions and
Biological Control”, Westview Press, Colorado, (1997).

[3] Tiibitak Biilteni, “Biyolojik miicadelede bakterilerin kullanim olanaklar1”,
2:1, Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu, (1985), 13.

[4] Canyurt, M.A., “Tarimda pestisit kullaniminin su iiriinleri {izerine etkileri”,
Kiy1 Sorunlar ve Cevre Sempozyumu, Belediye Yayinlari, Kusadasi, 7, (1994), 345.

[5] Uckan, F. ve Giilel, A., “Age-related fecundity and sex ratio variation in
Apanteles galleriae (Hym., Braconidae) and host effect on fecundity and sex ratio of
its hyperparasitoid Dibrachys boarmiae (Hym., Pteromalidae)”, J. Appl. Entomol.,
126(10), (2002), 534.

[6] Godfray, H.C.J, Parasitoids. Behavioral and evolutionary ecology, Princeton
University Press, New Jersey, (1994), p. 473.

[7] Wharton, R.A., “Bionomics of the Braconidae”, Ann. Rev. Entomol., 38,
(1993) 121.

[8] Driesche, R.G., “Field measurement of population recruitment of Apanteles
glomeratus (L.) (Hymenoptera;Braconidae), a parasitoid of Pieris rapae (L.)
(Lepidoptera ; Pieridae) and factors influencing adult parasitoid foraging success in
kale”, Bull. Ent. Res., 78, (1988) 199.

[9] Faulds, W., “Spread of Bracon phylacteophagus, a biocontrol agent of
Phylacteophaga froggatti, and impact on host”, NZ. J. For. Sci., 21, (1991) 185-193.

[10] Hirashima, Y., Miura, K., Miura, T. ve Matsuda, S., “Studies on the
biological control of the diamondback moth, Plutella xylostella (Linnaeus),
functional responses of the egg-parasitoids Trichogramma ostriniae to host
densities”, Sci. Bull. Fac. Agr., Kyushu Univ., (1990) 89.

[11] Giilel, A., “Studies on the biology of the Dibrachys boarmiae (Walker)

(Hymenoptera;Pteromalidae), parasitic on Galleriae mellonella (L.)”, Z. Ang. Ent.,
94, (1982) 138.

113



[12] Melton, C.W. ve Browning, H.W., “Life history and reproductive biology of
Allorhogas pyralophagus (Hymenoptera;Braconidae), a parasite imported for release
against Eoreuma loftini (Lepidoptera;Pyralidae)”, Ann. Entomol. Soc. Am., 719 (3),
(1986) 402.

[13] Vinson, S. B., “Host selection by insect parasitoids”, Ann. Rev. Entomol., 21,
(1976) 109-133.

[14] Van Alphen, J.J.M. ve Visser, M.E., “Superparasitism as an adaptive strategy
for insect parasitoids”, Ann. Rev. Entomol., 35,(1990) 59.

[15] Bin, F., Vinson, S.B., Strand, M.R., Colazza, S. ve Jones, W.A., “Source of
an egg kairomone for Trissolcus basalis, a parasitoid of Nezara viridula”, Physio.
Entomol. 18, (1993) 7-15.

[16] Brower, J.H. ve Press, J.W., “Interactions between the egg parasite
Trichogramma pretiosum (Hymenoptera; Trichogrammatidae) and a predator,
Xyloris flavipes (Hemiptera; Anthocoridae) of the almond moth, Cadra cautella
(Lepidoptera; Pyralidae)”. J. Ent. Sci., 23(4), (1988) 342-349.

[17] Brower, J.H. ve Press, J.W., “Interactions of Bracon hebetor (Hymenoptera;
Braconidae) and Trichogramma pretiosum (Hymenoptera; Trichogrammatidae) in
supressing stored-product moth populations in small inshell peanut storages”, J.
Econ. Entomol., 83(3), (1990) 1096-1101.

[18] Nealis, V. ve Frankenhuyzen, K.V., “Interactions between Bacillus
thuringiensis Berliner and Apanteles fumiferanae Vier. (Hymenoptera; Braconidae),
a parasitoid of the spruce budworm, Choristoneura fumiferana (Clem.) (Lepidoptera;
Tortricidae)”, Can. Entomol., 122(7/8), (1990) 588-594.

[19] Obrycki, J.J., Tauber, M.J. ve Tauber, C.A., “Perilitus coccinellae
(Hymenoptera;Braconidae) parasitization and development in relation to host-stage
attacked, Ann. Entomol.Soc. Am., 78(6), (1985) 852.

[20] Riechert, S.E. ve Lockley, T., “Spiders as Biological Control Agents”, Ann.
Rev. Entomol.,29, (1984) 299.

[21] Schmidt, O., Theopold, U. ve Strand, M., “Innate immunity and its evasion and
suppression by Hymenopteran endoparasitoids”, BioEssays, 23, (2001) 344-351.

[22] Beckage, N.E. ve Gelman, D.B., “Wasp parasitoid disruption of host
development: implications for new biologically based strategies for insect control”,
Ann. Rev. Entomol., 49, (2004) 299-330.

[23] Coudron, T.A. ve Brandt S.L., “Characteristics of a developmental arrestant in
the venom of the ectoparasitoid wasp Euplectrus comstockii”’, Toxicon, 34(11/12),
(1996) 1431-1441.

114



[24] Tanaka, T., “Calyx and venom fluids of Apanteles kariyai as factors that
prolong larval period of the host, Pseudaletia separata”, Ann. Entomol. Soc. Am., 80,
(1987) 530-533.

[25] Tanaka, T. ve Vinson, S.B., “Depression of prothoraric gland activity of
Heliothis virescens by venom and calyx fluids from the parasitoid, Cardiochiles
nigriceps”, J. Insect Physiol., 37(2), (1991) 139-144.

[26] Tanaka, T., Yagi, S. ve Nakamatu, Y., “Regulation of parasitoid sex allocation
and host growth by Cotesia (Apanteles) kariyai (Hymenoptera: Braconidae)”, Ann.
Entomol. Soc. Am., 85(3), (1992) 310-316.

[27] Rivers, D.B. ve Denlinger, D.L., “Developmental fate of the flesh fly,
Sarcophaga bullata, envenomated by the pupal ectoparasitoid, Nasonia vitripennis”,
J. Insect Physiol., 40(2), (1994) 121-127.

[28] Rivers, D.B. ve Denlinger, D.L., “Redirection of metabolism in the flesh fly,
Sarcophaga bullata, following envenomation by the ectoparasitoid, Nasonia

vitripennis and correlation of metabolic effects with the diapause status of the host”,
J. Insect Physiol., 40(3), (1994) 207-215.

[29] Bischof, C. ve Ortel, J., “The effects of parasitism by Glyptapanteles liparidis
(Braconidae: Hymenoptera) on the hemolymph and total body composition of gypsy
moth larvae (Lymantria dispar, Lymantriidae: Lepidoptera)”, Parasitol. Res. 82(8),
(1996) 687-692.

[30] Schopf, A. ve Nussbaumer, C., “Influence of parasitism by Glyptapanteles
liparidis (Hym., Braconidae) on the haemolymph carbohydrate and glycogen content
of its host larva, Lymantria dispar (Lep., Lymantriidae)”, J. Appl. Ent., 120, (1996)
357-362.

[31] Reed, D.A. ve Beckage, N.E., “Inhibition of testicular growth and development
in Manduca sexta larvae parasitized by the braconid wasp Cotesia congregata”, J.
Insect Physiol., 43(1), (1997) 29-38.

[32] Coudron, T.A., Raqib, A., Brandt, S.L. ve Wright, M.K., “Comparison of the
hemolymph proteins in permissive and non-permissive hosts of Euplectrus
comstockii”, Comp. Biochem. Physiol. B, 120, (1998) 349-357.

[33] Digilio, M.C., Isidoro, N, Tremblay, E. ve Pennacchio, F. “Host castration by
Aphidius ervi venom proteins”, J. Insect Physiol., 46, (2000) 1041-1050.

[34] Powell, J.E., “Food consumption by tobacco budworm (Lepidoptera:
Noctuidae) larvae reduced after parasitization by Microplitis demolitor or M.
croceipes (Hymenoptera: Braconidae)”, J. Econ. Entomol,., 82(2), (1989) 408-411.

115



[35] Richards, E.H. ve Edwards, J.P., ‘“Parasitism of Lacanobia oleracea
(Lepidoptera, noctuidae) by the ectoparasitoid wasp Eulophus pennicornis, results in
the appearance of a 27 kDa parasitism-specific protein in host plasma”, Insect
Biochem. Molec. Biol., 29, (1999) 557-569.

[36] Richards, E.H. ve Edwards, J.P., “Parasitization of Lacanobia oleracea
(Lepidoptera: Noctuidae) by the ectoparasitoid wasp, Eulophus pennicornis. Effects
of parasitization, venom and starvation on host haemocytes”, J. Insect Physiol., 45,
(1999) 1073-1083.

[37] Richards, E.H. ve Edwards, J.P., “Parasitization of Lacanobia oleracea
(Lepidoptera) by the ectoparasitoid wasp, Eulophus pennicornis, suppresses
haemocyte-mediated recognition of non-self and phagocytosis”, J. Insect Physiol.,
46, (2000) 1-11.

[38] Richards, E.H. ve Edwards, J.P., “Parasitism of Lacanobia oleracea
(Lepidoptera) by the ectoparasitoid, Eulophus pennicornis, is associated with a
reduction in host haemolymph phenoloxidase activity”, Comp. Biochem. Physiol. B,
127, (2000) 289-298.

[39] Richards, E.H. ve Parkinson, N.M., “Venom from the endoparasitic wasp
Pimpla hypochondriaca adversely affects the morphology, viability, and immune
function of hemocytes from larvae of the tomato moth, Lacanobia oleracea”, J.
Invertebr. Pathol., 76, (2000) 33-42.

[40] Marris, G.C., Weaver, R.J., Bell, J. ve Edwards, J.P., “Venom from the
ectoparasitoid wasp Eulophus pennicornis disrupts host ecdysteroid production by
regulating host prothoracic gland activity”, Physiol. Entomol. 26(3), (2001) 229-238.

[41] Nakamatsu, Y., Gyotoku, Y. ve Tanaka, T., “The endoparasitoid Cotesia

kariyai (Ck) regulates the growth and metabolic efficiency of Pseudaletia separata
larvae by venom and Ck polydnavirus”, J. Insect Physiol., 47(6), (2001) 573-584.

[42] Nakamatsu, Y., Fujii, S. ve Tanaka, T., “Larvae of an endoparasitoid Cotesia
kariyai (Hymenoptera: Braconidae), feed on the host fat body directly in the second
stadium with the help of teratocytes”, J. Insect Physiol., 48, (2002) 1041-1052.

[43] Rinehart, J.P., Denlinger, D.L. ve Rivers, D.B., “Upregulation of transcript
encoding select heat shock proteins in flesh fly, Sarcophaga crassipalpis in response
to venom from the ectoparasitoid wasp Nasonia vitripennis”, J. Invertebr. Pathol.,
79, (2002) 62-63.

[44] Rivers, D.B., Ruggiero, L. ve Hayes, M., “The ectoparasitoid wasp Nasonia
vitripennis (Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae) differentially affects cells
mediating the immune response of its flesh fly host, Sarcophaga bullata Parker
(Diptera: Sarcophagidae)”, J. Insect Physiol., 48, (2002) 1053-1064.

116



[45] Nakamatsu, Y. ve Tanaka, T., “Venom of ectoparasitoid, Euplectrus sp. near
plathypenae (Hymenoptera: Eulophidae) regulates the physiological state of
Pseudaletia separata (Lepidoptera: Noctuidae) host as a food resource”, J. Insect
Physiol., 49, (2003) 149-159.

[46] Grossniklaus-Burgin, C., Pfister-Wilhelm, R., Meyer, V., Treiblmayr, K. ve
Lanzrein, B., “Physiological and endocrine changes associated with

polydnavirus/venom in the parasitoid-host system Chelonus inanitus-Spodoptera
littoralis™, J. Insect Physiol., 44, (1998) 305-321.

[47] Reed, D.A. ve Brown. J.J., “Host/ parasitoid interactions: Critical timing of
parasitoid-derived products”, J. Insect Physiol., 44, (1998) 721-732.

[48] Lawrence, P.O. ve Lanzrein, B., “Hormonal interactions between insect
endoparasites and their host insects”, In: Parasites and Pathogens of Insects, ed.
Beckage, N.E., Thompson, S.N., Federici, B.A., Academic Press, San Diego, (1993),
p. 59-86.

[49] Beck, M., Theopold, U. ve Schmidt, O., “Evidence for serine protease
inhibitor activity in the ovarian calyx fluid of the endoparasitoid Venturia
canescens’, J. Insect Physiol., 46, (2000) 1275-1283.

[50] Cai,lJ., Ye, G. and Hu, C., “Parasitism of Pieris rapae (Lepidoptera: Pieridae)
by a pupal endoparasitoid, Pteromalus puparum (Hymenoptera: Pteromalidae):
effects of parasitization and venom on host hemocytes”, J Insect Physiol., 50, (2004)
315-322.

[511] Rivers, D.B, Ergin, E. and Uckan, F., “Cell death in the host-parasitoid
relationship”, In: New Developments in Cell Apoptosis Research, ed. Corvin, A.J.,
Nova Science Publishers Inc. NY, U.S.A., 2007, p. 69-96.

[52] Lavine, M.D. and Strand, M.R., “Insect hemocytes and their role in
immunity”, Insect Biochem. Molec., 32, (2002) 1295-13009.

[53] Strand, M.R., “The insect cellular immune response”, Insect Sci., 15, (2008)
1-14.

[54] Fearon, D.T., “Seeking wisdom in innate immunity”, Nature, 388, (1997)
323-324.

[55] Strand, M.R. and Pech, L.L., “Immunological basis for compatibility in
parasitoid host relationships”, Annu Rev Entomol, 40, (1995) 31-56.

[56] Levin, D.M., An integrin required fort he encapsulation immune response in
the tobacco hornworm Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae), PhD Thesis,
Kansas State University, College of Agriculture, Department of Entomology,
Manhattan, Kansas, (2007).

117



[57] Chapman, R.F. The Insects: Structure and Function, Cambridge University
Press, Cambridge (1998).

[58] Lee, WJ. and Brey, P.T., “Isolation and identification of cecropin
antibacterial peptides from the extracellular matrix of the insect integument”, Anal.
Biochem., 217, (1994) 231-235.

[59] Gillespie, J.P., Kanost, M.R. and Trenczek, T., “Biological mediators of
insect immunity”, Annu. Rev. Entomol., 42, (1997) 611-643.

[60] Hoffmann, J.A., Janeway, C.A. Jr., and Natori, S., Phylogenetic Perspectives
in Immunology: The Insect Host Defense, R.G. Landes Company, Austin, (1994).

[61] Garcia-Lara, J., Needham, A.J. and Foster, S.J., “Invertebrates as animal
models for Staphylococcus aureus pathogenesis: a window into host-pathogen
interaction”, FEMS Immunol Med Microbiol., 43, (2005) 311-323.

[62] Vilmos, P. and Kurucz, E., “Insect immunity: evolutionary roots of the
mammalian innate immune system” Immunol. Lett., 62, (1998) 59-66.

[63] Ashida, M. and Brey, P.T., Molecular Mechanisms of Immune Responses in
Insects, ed. Brey P., Hultmark D., Chapman and Hall, New York, (1998), p. 135—
172.

[64] Gupta, A.P., Hemocytic and Humoral Immunity in Arthropods, Wiley, New
York, (1988).

[65] Lai-Fook, J., “The repair of wounds in the integument of insects”, J. Insect
Physiol., 12, (1966) 195-226.

[66] Theopold, U., Li, D., Fabbri, M., Scherfer, C. and Schmidt, O., “The
coagulation of insect hemolymph” Cell Mol.Life Sci, 59, (2002) 363-672.

[67] Bohn, H. and Barwig, B., “Hemolymph clotting in the cockroach Leucophaea
maderae (Blattaria). Influence of ions and inhibitors; isolation of the plasma
coagulogen”, J. Comp. Physiol. B., 154, (1984) 457-467.

[68] Brehélin, M., “Hemolymph coagulation in Locusta migratoria: evidence of
fibrinogen”, Comp. Biochem. Physiol., 62B, (1979) 329-334.

[69] Theopold, U., Schmidt, O., Séderhall, K. and Dushay, M.S., “Coagulation in
arthropods: defense, wound closer and healing”, Trends Immunol., 25, (2004) 289-
294.

[70] Marmaras, V.J., Charalambidis, N.D. and Zervas, C.G., “Immune response in

insects: The role of phenoloxidase in defense reactions in relation to melanization
and sclerotization”, Arch Insect Biochem Physiol.,31, (1996) 119-133.

118



[711] Brey, P.T., Lee, W.J., Yamakawa, M., Koizumi, Y. and Perrot, S., “Role of
the integument in insect immunity: epicuticular abrasions and induction of cecropin
synthesis in cuticular epithelial cells”, Proc. Natl. Acad. Sci., 90, (1993) 6275-6279.

[72] Lee, W.J. and Brey, P.T., “Isolation and characterization of the lysozyme-
encoding gene from the silkworm Bombyx mori”, Gene 161, (1995) 199-203.

[73] Dunn, P.E., Bohnert, T. and Russell, V.W., “Midgut antibacterial defenses of
Manduca sexta following infection and during metamorphosis”, In: Phylogenetic

Perspectives in Immunology: The Insect Host Defense, ed. Hoffmann, J.A., Janeway,
C.A. Jr. and Natori, S. R.G., Landes Company, Austin, (1994), p. 105-111.

[74] Russell, V.W. and Dunn, P.E., “Antibacterial proteins in the midgut of
Manduca sexta during metamorphosis”, J. Insect Physiol., 42, (1996) 65-72.

[75] Kylsten, P., Kimbrell, D.A., Daffre, S., Samakovlis, Ch. and Hulmark, D.,
“The lysozyme locus in Drosophila melanogaster: different genes are expressed in
midgut and salivary glands”, Mol. Gen. Genet., 232, (1992) 335.

[76] Samakovlis, C., Kylsten, P., Kimbrell, D.A., Engstrom, Y. and Hultmark, D.,
“The immune response in Drosophila: pattern of cecropin expression and biological
activity”, Embo J., 10, (1991) 163.

[77] Rosetto, M., Manetti, A.G., Giordano, P.C., Marri, L., Amons, R., Baldari,
C.T., Marchini, D.and Dallai, R., “Molecular characterization of ceratotoxin C, a
novel antibacterial female-specific peptide of the ceratotoxin family from the medfly
Ceratitis capitata”, Eur. J. Biochem., 241 (2), (1996) 330.

[78] Cociancich, S., Ghazi, A., Hetru, Ch., Hoffmann, J.A.and Letellier, L.,
“Insect defensin, an inducible antibacterial peptide, forms voltage- dependent
channels in Micrococcus luteus”, J. Biol. Chem, 268 (26), (1993) 19239-19245.

[79] Lockey, T.D. and Ourth, D.O., “Formation of pores in Escherichia coli cell
membranes by a cecropin isolated from hemolymph of Heliothis virescens larvae”,
Eur. J. Biochem., 236, (1996) 263-271.

[80] Morishima, I., Horiba, T., Iketani, M., Nishioka, E. and Yamano, Y., “Parallel
induction of cecropin and lysozyme in larvae of the silkworm, Bombyx mori’, Dev.
Comp. Immunol., 19 (1995) 357-363.

[81] Boman, H.G. , Faye, 1., Gudmundsson, G.H., Lee, J.Y.and Lidholm, D.A.,
“Cell free immunity in Cecropia. Amodel system for antibacterial proteins”, Eur J
Biochem, 201, (1991) 23-31.

[82]  Sun, S.-C., Lindstrom, 1., Boman, H.G., Schmidt, O. and Faye, 1., “Structure

and expression of the attacin genes in Hyalophora cecropia”, Eur. J. Biochem., 196,
(1991) 247-254.

119



[83] Sugiyama, M., Kuniyoshi, H., Kotani, E., Taniai, K., Kadono-Okuda, K. et
al., “Characterization of a Bombyx mori cDNA encoding a novel member of the
attacin family of insect antibacterial proteins”, Insect Biochem. Mol. Biol., 25 (3),
(1995) 385-392.

[84] Asling, B., Dushay, M.S.and Hultmark, D., “Identification of early genes in
the Drosophila immune response by PCR-based differential display: the Attacin A
gene and the evolution of attacin-like proteins”, Insect Biochem. Mol. Biol., 25,
(1995) 511.

[85] Carlsson, A. Engstrom, P., Palva, E.T. and Bennich, H., “Attacin, an
antibacterial protein from Hyalophora cecropia, inhibits synthesis of outer

membrane proteins in Escherichia coli by interfering with omp gene transcription”,
Infect.Immun., 59 (9), (1991) 3040-3045.

[86] Daffre, S., Kylsten, P., Samakovlis, Ch. and Hultmark, D., “The lysozyme
locus in Drosophila melanogaster: an expanded gene family adapted for expression
in the digestive tract”,Mol. Gen. Genet., 242, (1994) 152.

[87] Christensen, B., Fink, J., Merrifield, R.B. and Mauzerall, D., “Channel-
forming properties of cecropins and related model compounds incorporated into
planar lipid membranes”, Proc. Natl. Acad. Sci., 85, (1988) 5072-5076.

[88] Iwai, H., Nakajima, Y., Natori, S., Arata, Y. and Shimada, Y., “Solution
conformation of an antibacterial peptide, sarcotoxin IA, as determined by 1H-NMR”,
Eur. J.Biochem., 217 (2), (1993) 639-644.

[89] Bulet, P., Cociancich, S., Dimarcq, J.L., Lambert, J., Reichhart, J.M.,
Hoffmann, D., Hetru, C. and Hoffmann, J.A., “Insect immunity. Isolation from a

coleopteran insect of a novel inducible antibacterial peptide and of new members of
the insect defensin family”, J Biol Chem., 25 (1991) 266.

[90] Dimarcq, J.-L. Hoffmann, D. Meister, M., Buletr, P, et al., “Characterization
and transcriptional profiles of a Drosophila gene encoding an insect defensin. A
study in insect immunity”, Eur. J. Biochem., 221, (1994) 201-209.

[91] Moon, H.J., Lee, S.Y., Kurata, S., Natori, S. and Lee, B.L., “Purification and
molecular cloning of cDNA for an inducible antibacterial protein from larvae of the
coleopteran, Tenebrio molitor”, J.Biochem., 116 (1), (1994) 53-58.

[92] Cociancich, S., Dupont, A., Hegy, G., Lanot, R., Holder, F., Hetru, Ch.,
Hoffmann, J.A. and Bulet, Ph., “Novel inducible antibacterial peptides from a

Hemipteran insect, the sap-sucking bug Pyrrhocoris apterus”, Biochem. J., 300,
(1994) 567-575.

[93] Lowenburger, C., Bulet, P., Charlet, M., Hetru, Ch., Hodgeman, B., et al.,

“Insect Immunity : Isolation of three novel inducible antibacterial defensins from the
vector mosquito, Aedes aegypti”’, Insect Biochem. Mol. Biol., 25, (1995) 867.

120



[94] Lee, S.Y., Moon, H.J., Kawabata, S. Kurata, S., Natori, S., Lee, B.L., “A
sapecin homologue of Holotrichia diomphalia: purification, sequencing and
determination of disulfide pairs”, Biol. Pharm. Bull., 18, (1995) 457-459.

[95] Hoffmann, J.A., Hetru, C., “Insect defensins, inducible antibacterial peptides
of the insect host defence”, Immunol. Today, 13 (10), (1992) 411-415.

[96] Dimarcq, J.-L., Keppi, E., Dunbar, B., Lambert, J., Reichhart, J.-M., et al.,
“Insect immunity. Purification and characterization of a family of novel inducible
antibacterial proteins from immunized larvae of the dipteran Phormia terranovae and

complete amino-acid sequence of the predominant member, diptericin A”, Eur. J.
Biochem., 171 (1-2), (1988) 17-22.

[97] Wicker, C., Reichhart, J.-M., Hoffmann, D., Hultmark, D., Samakovlis, Ch.
and Hoffmann, J.A., “Insect Immunity. Characterization of a Drosophila cDNA
encoding a novel member of the diptericin family of immune peptides and
expression studies”, J. Biol. Chem., 265, (1990) 22493-22498.

[98] Ishikawa, M., Kubo, T. and Natori, S., “Purification and characterization of a
diptericin homologue from Sarcophaga peregrina (flesh fly)”, Biochem. J., 287,
(1992) 573-578.

[99] Rowley, A.F. and Ratcliffe, N.A., Insects, In: Invertebrate Blood Cells, ed.
Ratcliffe, N.A., Rowley, A.F.,. Vol 2, Academic Press, London, (1981) p 421-488.

[100] Ribeiro, C. and Brehelin, M., “Insect haemocytes: What type of cell is that?”,
J Insect Physiol., 52, (2006) 417-429.

[101] Gupta, A.P., Cellular elements in the hemolymph In: Comprehensive insect
physiology, biochemistry and pharmacology, Pergamon Press, New York, (1985), p
401-451.

[102] Uckan, F., and Sak, O., “Cytotoxic effect of cypermethrin on Pimpla
turionellae (Hymenoptera; Ichneumonidae) larval hemocytes”, Ekoloji, 19 (75),
(2010) 20-26.

[103] Silva, J.E.B., Boleli, L.I.C and Simdes, Z.L.P., “Hemocyte types and total and
differential counts in unparasitized and parasitized Anastrepha obliqua (Diptera,
Tephritidae) larvae”, Braz. J. Biol., 62(4A), (2002) 689-699.

[104] Turnbull, M.W., Martin, S.B.and Webb, B.A., “Quantitative analysis of
hemocyte morphological abnormalities associated with Campoletis sonorensis
parasitization”, J. Insect Sci., 4, (2004) 11-26.

[105] Brehelin, M. and Zachary, D., Insect haemocytes: a new classification to rule
out controversy, In: Immunity in Invertebrates, ed. Brehelin, M., Springer Verlag,
Berlin, (1986), p 36-48.

121



[106] Giulianini, P.G., Bertolo, F., Battistella, S. and Amirante, G.A.,
“Ultrastructure of the hemocytes of Cetonischema aeruginosa larvae (Coleoptera,

Scarabaeidae): involvement of both granulocytes and oenocytoids in in vivo
phagocytosis”, Tissue Cell., 35, (2003). 243-251.

[107] Ribeiro, C., Simoes, N. and Brehelin. M., “Insect immunity: the haemocytes
of the armyworm Mythimna unipuncta (Lepidoptera: Noctuidae) and their role in
defence reactions. in vivo and in vitro studies”, J Insect Physiol., 42, (1996) 815-822.

[108] Schmit, A.R. and Ratcliffe, N.A., “The encapsulation of foreign tissue
implants in Galleria mellonella larvae”, J Insect Physiol., 23, (1977) 175-184.

[109] Tojo, S., Naganuma, F., Arakawa, K. and Yokoo, S., “Involvement of both
granular cells and plasmatocytes in phagocytic reactions in the greater wax moth,
Galleria mellonella”, J Insect Physiol., 46, (2000) 1129-1135.

[110] Ling, E. and Yu. X.Q., “Hemocytes from the tobacco hornworm Manduca
sexta have distinct functions in phagocytosis of foreign particles and self dead cells”,
Dev.Comp. Immonol., 30, (2006) 301-309.

[111] Costa, S.C.P., Ribeiro, C., Girard, P.A., Zumbihl, R. and Brehelin, M.,
“Modes of phagocytosis of Gram- positive and Gram- negative bacteria by
Spodoptera littoralis granular haemocytes”, J Insect Physiol., 51, (2005) 39-46.

[112] Pech, L.L. and Strand, M.R., “Granular cells are required for encapsulation of
foreign targets by insect haemocytes”, J. Cell Science, 109, (1996) 2053- 2060.

[113] Tepass, U., Liselotte, I., Fessler, L.I., Aziz, A. and Hartenstein, V.,
“Embryonic origin of hemocytes and their relationship to cell death in Drosophila,
Development, 120, (1994) 1829-1837.

[114] Strand, M.R. and Noda, T., “Alterations in the hemocytes of Pseudoplusia
includens after parasitism by Microplitis demolitor”, J. Insect Physiol., 37, (1991)
839-850.

[115] Kanost, M.R., Jiang, H., and Yu, X.-Y. , “Innate immune responses of a
lepidopteran insect, Manduca sexta”, Immunol. Rev., 198, (2004) 97-105.

[116] Da Silveira, E.B., Ribeiro, B.M. and Bao, S.N., “Characterization of larval
haemocytes from the velvetbean -caterpillar Anticarsia gemmatalis (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae)”, J. Submicrosc. Cytol. Pathol., 35, (2003) 129-139.

[117] Ashida, M., Ochiai, M. and Niki, T., “Immunolocalization of

prophenoloxidase among hemocytes of silkworm Bombyx mori”, Tissue&Cell., 20,
(1988) 599- 610.

122



[118] Ashhurst, D.E. and Richards, G., “Some histochemical observations on the
blood cells of the wax moth, Galleria mellonella L., J. Morph., 114, (1964) 247-
254.

[119] Jones, J.C., “Changes in the hemocyte picture of Galleria mellonella
(Linnaeus)”, Biol. Bull., 132, (1967) 211-221.

[120] Neuwirth, M., “The structure of the hemocytes of Galleria mellonella
(Lepidoptera)”, J. Morph., 139, (1973) 105-124.

[121] Jones, J.C., Hematopoiesis in insects, In: Regulation of hematopoieis, ed
Gordon, A.S., Appleton Press, New York, (1970) p 7-65.

[122] Akai, H. and Sato S., “An ultrastructural study of the haemopoietic organs of
the silkworm, Bombyx mori”, J. Insect Physiol., 17, (1971) 1665-1676.

[123] Hinks, C.F. and Arnold J.W., “Haemopoiesis in Lepidoptera II.: The role of
haemopoietic organs”, Can. J. Zool., 55, (1977) 1740-1755.

[124] Beaulaton, J., “Hemocytes and hemocytopoiesis in silkworms”, Biochimie.,
61, (1979) 157- 164.

[125] Yamashita, M. and Iwabuchi, K., “Bombyx mori prohemocyte division and
differentiation in individual microcultures”, J. Insect Physiol., 47, (2001) 325-331.

[126] Gardiner, EEM.M. and Strand M.R., “Hematopoiesis in larval Pseudoplusia
includens and Spodoptera frugiperda”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 43, (2000)
147-164.

[127] Jones, J.C. and Liu, D.P.,, “A quantitative study of mitotic divisions of
haemocytes of Galleria mellonella larvae”, J. Insect Physiol.,14, (1968) 1055-1061.

[128] Fabrick, J.A., Baker, J.E. and Kanost, M.R., “cDNA cloning, purification,
properties, and function of a beta-1,3-glucan recognition protein from a pyralid moth,
Plodia interpunctella”, Insect Biochem Mol. Biol., 33, (2003) 579-594.

[129] Bayne, C.J., “Phagocytosis and non-self recognition in invertebrates”,
BioScience, 40, (1990) 723-731.

[130] Ratcliffe, N.A. and Gagen, S.J., “Studies on the in vivo cellular reactions of
insects: an ultrastructral analysis of nodule formation in Galleria mellonella™, Tissue
Cell, 9, (1977)73-85.

[131] Gotz, P. and Boman, H.G., Insect immunity. In: Comprehensive Insect
Physiology, Biochemistry, and Pharmacology, vol. 3, ed. Kerkut, G.A. and Gilbert,
L.I., Pergamon Press, Oxford, (1985), p 453-485.

[132] Richards, E.H. and Edwards, J.P., “Parasitism of Lacanobia oleracea
(Lepidoptera) by the ectoparasitic wasp, Eulophus pennicornis, disrupts the

123



cytoskeleton of host haemocytes and suppresses encapsulation in vivo”, Arch. Insect
Biochem. Physiol., 49, (2002) 108—124.

[133] Lackie, A.M., “Humoral mechanisms in the immune response of insects to
larvae of Hymenolepis diminuta (Cestoda)”, Parasite Immunol., 3, (1981) 201-208.

[134] Lavine, M.D. and Strand, M.R., “Surface characteristics of foreign targets
that elicit an encapsulation response by the moth Pseudoplusia includens”, J. Insect
Phys., 47, (2001) 965-974.

[135] Wiegand, C., Levin, D., Gillespie, J.P., Willott, E., Kanost, M.R. and
Trenczek, T., “Monoclonal antibody MS13 identifies a plasmatocyte membrane
protein and inhibits encapsulation and spreading reactions of Manduca sexta
hemocytes”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 45, (2000) 95-108.

[136] Chain, B.M. and Anderson, R.S.. “Selective depletion of the plasmatocytes in
Galleria mellonella following injection of bacteria”, J. Insect Physiol., 28, (1982)
377-384.

[137] Geng, C. and Dunn, P.E., “Hemostasis in larvae of Manduca sexta: Formation
of a fibrous coagulum by hemolymph proteins”, Biochem. Biophys. Res. Comm.,
155, (1988) 1060-1065.

[138] Cherbas, L., “The induction of an injury reaction in cultured hemocytes from
saturniid pupae”, J. Insect Physiol., 19, (1973) 2011-2023.

[139] Davies, D.H., Hayes, T.K. and Vinson, S.B., “Preliminary characterization
and purification of in vitro encapsulation promoting factor: a peptide that mediates
insect haemocyte adhesion”, Dev. Comp. Immunol., 12, (1988), 241-253.

[140] Clark, K.D., Pech, L.L. and Strand, M.R., “Isolation and identification of a
plasmatocyte- spreading peptide from the hemolymph of the lepidopteran insect
Pseudoplusia includens”, J. Biol. Chem., 272, (1997) 23440-23447.

[141] Volkman, B.F., Anderson, M.E., Clark, K.D., Hayakawa, Y., Strand, M.R.
and Markley, J.L., “Structure of the insect cytokine peptide plasmatocyte-spreading
peptide 1 from Pseudoplusia includens”, J. Biol. Chem., 2774, (1999) 4493-4496.

[142] Strand, M.R., Hayakawa, Y. and Clark, K.D., ‘“Plasmatocyte spreading
peptide (PSP1) and growth blocking peptide (GBP) are multifunctional homologs”,
J. Insect. Physiol., 46, (2000) 817-824.

[143] Luo, K. and Pang, Y., “Spodoptera litura multicapsid nucleopolyhedrovirus
inhibits Microplitis bicoloratus polydnavirus-induced host granulocytes apoptosis”,
J. Insect Physiol., 52, (2006) 795-806.

[144] Nappi, AJ., Vass, E., Frey, F. and Carton, Y, “Superoxide anion generation
in Drosophila during melanotic encapsulation of parasites”, Eur. J. Cell Biol., 68,
(1995) 450-456.

124



[145] Nappi, AJ., Vass, E., Frey, F. and Carton, Y., “Nitric oxide involvement in
Drosophila immunity”, Nitric Oxide, 4, (2000) 423-430.

[146] Jiravanichpaisal, P., Lee, B. and Soderhall, K., “Cell-mediated immunity in
arthropods: ~Hematopoiesis, coagulation, melanization and opsonization”,
Immunobiology, 211, (2006) 213-236.

[147] Gupta, P. and Ferkovich, S.M., “Interaction of calyx fluid and venom from
Microplitis croceipes (Braconidae) on developmental disruption of the natural host,
Heliocoverpa zea, and two atypical hosts, Galleria mellonella and Spodoptera
exigua”, J. Insect Physiol., 44, (1998) 713-719.

[148] Lavine, M.D. and Beckage, N. E., “Polydnaviruses: Potent mediators of host
insect immmune dysfunction”, Parasitology Today, 11, (1995) 368-378.

[149] Penacchio, F., Tranfaglia, A. and Malva, C., “Host-parsitoid antagonism in
insects: New opportunities for pest control?”, Pest Control, July/August, (2003) 53-
56.

[150] Asgari, S. and Schmidt, O., “Passive protection of eggs from the parasitoid,
Cotesia rubecula, in the host, Pieris rapae”, J. Insect Physiol., 40, (1994) 789-795.

[151] Hayakawa, Y. and Yazaki, K., “Envelope protein of parasitic wasp symbiont
virus, polydnavirus, protects the wasp eggs from cellular immune reactions by the
host insect”, Eur J Biochem., 246, (1997) 820-826.

[152] Asgari, S., Theopold, U., Wellby, C. and Schmidt, O., “A protein with
protective properties against the cellular defense reactions in insects”, Proc Natl
Acad Sci”, 95, (1998) 3690-3695.

[153] Vinson, S.B., “How parasitoids deal with the immune system of their host:
An overview”, Arch. Insect. Biochem. Physiol., 13, (1990) 3-27.

[154] Huang, F., Shi, M., Yan-yan, Y. et al., “Changes in hemocytes of Plutella
xylostella after parasitism by Diadegma semiclausum”, Arc Insect Biochem., 70(3),
(2009) 177-187.

[155] Prevost, G., Eslin, P., Doury, G., Moreau, S.J.M. and Guillot, S., “Asobara,
braconid parasitoids of Drosophila larvae: unusual strategies to avoid encapsulation
without VLPs”, J. Insect Physiol., 51, (2005) 171-179.

[156] Stoltz, D.B. and Guzo, D., “Apparent hemocytic transformations associated
with parasitoid-induced inhibition of immunity in Malacosoma disstria larvae”, J.
Insect Physiol., 32, (1986) 377-388.

[157] Davies, D.H., Strand, M.R. and Vinson, S.B., “Changes in differential
hemocyte count and in vitro behaviour of plasmatocytes from host Heliothis

virescens caused by Campoletis sonorensis polydnavirus”, J. Insect Physiol., 33,
(1987) 143-153.

125



[158] Rizki, R.M. and Rizki, T.M., “Parasitoid virus-like particles destroy
Drosophila cellular immunity”, P. Natl. Acad. Sci., 87 (8) (1990) 388-8392.

[159] Webb, B.A. and Luckhart, S., “Evidence for an early immunosuppressive role
for related Campoletis sonorensis venom and ovarian proteins in Heliothis
virescens”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 26 (1994) 147-163.

[160] Luckhart, S. and Webb, B.A., “Interaction of a wasp ovarian protein and
polydnavirus in host immune suppression”, Dev. Comp. Immunol., 20(1), (1996) 1-
21.

[161] Asgari, S. and Schmidt, O., “Is cell surface calreticulin involved in
phagocytosis by insect hemocytes?”, J. Insect Physiol., 49, (2003) 545-550,

[162] Hoch, G. and Schopf, A., “Effect of Glyptapanteles liparidis (Hym.:
Braconidae) parasitism, polydnavirus, and venom on development of microsporidia-
infected and uninfected Lymantria dispar (Lep.: Lymantriidae) larvae”, J. Invertebr.
Pathol., 77, (2001) 37-43.

[163] Digilio, M.C., Pennacchio, F. and Tremblay, E., “Host regulation effects of
ovary fluid and venom of Aphidius ervi (Hymenoptera: Braconidae)”, J. Insect
Physiol., 44, (1998) 779-784.

[164] Masler, E.P. and Kovaleva, E.S., “Inhibition of larval growth in the gypsy
moth (Lepidoptera: Lymantriidae) by venom from the parasitic wasp Microbracon
hebetor (Hymenoptera: Braconidae)”, J. Entomol. Sci. 34(4), (1999) 435-444.

[165] Strand, M.R. and Dover, B.A., “Developmental disruption of Pseudoplusia
includens and Heliothis virescens larvae by the calyx fluid and venom of Microplitis
demolitor”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 18(3), (1991) 131-145.

[166] Asgari, S., Zhang, G, Zareie, R. and Schmidt, O., “A serine proteinase
homolog venom protein from an endoparasitoid wasp inhibits melanization of the
host hemolymph”, Insect Biochem. Molec. Biol., 33, (2003) 1017-1024.

[167] Zlotkin, E., Toxins derived from arthropod venoms specifically affecting
insects. In: Comprehensive insect physiology biochemistry and pharmacology, ed.
Kerkut, G.A., Gilbert, L.I., 10, Pergamon Press, New York, (1985), p.499-546.

[168] Corzo, G., Villegas, E., Gomez-Lagunas, F., Possani, L.D., Belokoneva, O.S.
and Nakajima, T., “Oxyopinins, large amphipathic peptides isolated from the venom
of the wolf spider Oxyopes kitabensis with cytolytic properties and positive
insecticidal cooperativity with spider neurotoxins”, J. Biol. Chem., 227(26), (2002)
23627-23637.

[169] Adams, M. and Liberstat F., “Venom cocktails and the orchestration of prey
paralysis”, 6th Congress of International Society for Neuroethology, Bonn, (2001).

126



[170] Uckan, F., Sinan, S., Savasci, S., and Ergin, E., “Determination of venom
components from the endoparasitoid wasp Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae)”, Ann Entomol. Soc. Am., 97(4), (2004) 775-780.

[171] Vinson, S.B., The behavior of parasitoids. In: Comprehensive insect
physiology biochemistry and pharmacology, ed. Kerkut, G.A., Gilbert, L.I., 9,
Pergamon Press, New York, (1985), p. 417-469.

[172] Libersat, F., “Wasp uses venom cocktail to manipulate the behavior of its
cockroach prey”, J. Comp. Physiol. A, 189, (2003) 497-508.

[173] Zhang, D., Dahlman, D.L. and Jarlfors, U.E., “Effects of Microplitis
croceipes teratocytes on host haemolymph protein content and fat body
proliferation”, J. Insect Physiol., 43(6), (1997) 577-585.

[174] Kitano, H., “The role of Apanteles glomeratus venom in the defensive
response of its host, Pieris rapae crucivora”, J. Insect Physiol., 32(4), (1986) 369-
375.

[175] Strand, M.R. and Pech L.L., “Microplitis demolitor polydnavirus induces
apoptosis of a specific haemocyte morphotype in Pseudoplusis includens”, J. Gen.
Virol., 76, (1995) 283-291.

[176] Suzuki, M. and Tanaka, T., “Virus-like particles in venom of Meteorus
pulchricornis induce host hemocyte apoptosis”, J. Insect Physiol., 52 (2006) 602—
613.

[177] Eslin, P. and Prévost, G., “Variation in Drosophila concentration of
haemocytes associated with different ability to encapsulate Asobara tabida larval
parasitoid”, J. Insect Physiol., 42, (1998) 549-555.

[178] Teramoto, T. and Tanaka, T., “Mechanism of reduction in the number of the
circulating hemocytes in the Pseudaletia separata host parasitized by Cotesia
kariyai”, J. Insect Physiol., 50, (2004) 1103-1111.

[179] Yu, R., Chen, Y., Chen, X., Huang, F., Lou, Y.and Liu, S., “Effects of
venom/calyx fluid from the endoparasitic wasp Cotesia plutellae on the hemocytes of
its host Plutella xylostella in vitro”, J. Insect Physiol., 53, (2007) 22-29.

[180] Mochiah, M.B.,.Ngi-Song, A.J, Overholt, W.A. and Botchey, M., “Variation
in total and differential haemocyte count of encapsulation sensitivity of Busseola
fusca (Lepidoptera: Noctuidae) parasitized by two biotypes of Cotesia sesamiae
(Hymenoptera: Braconidae) and larval growth responses”, Environ. Entomol. 32,
(2003) 247-255.

[181] Ibrahim, A.M.A. and Kim, Y., “Parasitism by Cotesia plutellae alters the

hemocyte population and immunological function of the diamondback moth, Plutella
xylostella”, J. Insect Physiol., 52, (2006) 943-950.

127



[182] Gauld, L.D., “Evolutionary patterns of host utilization by ichneumonoid
parasitoids (Hymenoptera: Ichneumonidae and Braconidae)”, Biol. J. Linnean Soc,
35, (1988) 351-377.

[183] Pech, L.L. and Strand, M.R., “Plasmatocytes from the moth Pseudoplusia
includens induce apoptosis of granular cells”, J. Insect Physiol., 46, (2000) 1565-
1473.

[184] Le, N.T., Asgari, S., Amaya, K., Tan, F.F. and Beckage, N.E., “Persistence
and expression of Cotesia congregata polydnavirus in host larvae of the tobacco
hornworm, Manduca sexta’, J. Insect Physiol., 49, (2003) 533-543.

[185] Terahara, K., Takahashi, K.G. and Mori, K., “Apoptosis by RGD-containing
peptides observed in hemocytes of the Pacific oyster, Crassostrea gigas”, Dev.
Comp. Immunol., 27, (2003) 521-528.

[186] Richards, E.H.,and Dani, M.P.,. Venom-induced apoptosis of insect
hemocytes, In: Recent Advances in the Biochemistry, Toxicity, and Mode of Action
of Parasitic Wasp Venoms, ed. Rivers, D.B., Yoder, J.A., Research SignPost, Kerala,
India, (2007), p 19-36.

[187] Rivers, D.B., Genco, M. and Sanchez, R.A., “In vitro analysis of venom from
the wasp Nasonia vitripennis: susceptibility of different cell lines and venom-
induced changes in plasma membrane permeability”, In Vitro Cell. Dev. Biol.-
Animal, 35, (1999) 102-110.

[188] Ratcliffe, N.A., Rowley, A.F., Fitzgerald, S.W. and Rhodes, C.P.,
“Invertebrate immunity: basic concepts and recent advances”, Int. Rev. Cytol., 97,
(1985) 186-350.

[189] Shapiro, M., “Changes in the hemocyte population of the wax moth, Galleria
mellonella, during wound healing”, J. Insect Physiol., 14, (1968) 1725-1733.

[190] Arnold, J.W. and Hinks, C.F., “Haemopoiesis in Lepidoptera. I. A note on
the multiplication of spherule cells and granular haemocytes”, Can. J. Zool., 61,
(1976) 275-2717.

[191] Li, Y., Lu, J.F, Feng, ClJ., Ke, X., Fu, W.J. “Role of venom and ovarian
proteins in immune suppression of Ostrinia furnacalis (Lepidoptera: Pyralidae)
larvae parasitized by Macrocentrus cingulum (Hymenoptera: Braconidae), a
polyembryonic parasitoid”, The Authors Insect Science, 14, (2007) (93-100).

[192] Parkinson, N., Richards, E.H., Conyers, C., Smith, I. and Edwards, J.P.,
“Analysis of venom constituents from the parasitoid wasp Pimpla hypochondriaca
and cloning of cDNA encoding a venom protein”, Insect Biochem. Mol. Biol., 32,
(2002) 729-735.

128



[193] Oder, E., Bal aris1 hastaliklari, Atatiirk Universitesi Basimevi, Erzurum,
(1983), s.74.

[194] Beroza, M., Chemicals controlling insect behavior, Academic Press, New
York, (1970).

[195] Kansu, I.A. ve Ugur, A., “Pimpla turionellae (L.) (Hym., Ichneumonidae) ile
konukcusu bazi lepidopter pupalar1 arasindaki biyolojik iligkiler {izerinde
arastirmalar”, Doga Bilim Dergisi, D2, 8(2), (1984) 160-173.

[196] Kilinger, N., “Untersuchungen {iiber die hdmocytire abwehrreaktion der
puppe von Galleria mellonella L. (Lepidoptera) und iiber ihre hemmung durch den
puppenparasiten Pimpla turionellae L. (Hym., Ichneumonidae)”, Z. ang. Ent., 78,
(1975) 340-370.

[197] Osman, S.E., “Der EinfluB} der imaginalerndhrung und der begattung auf die
sekretproduktion der weiblichen genitalanhangsdriisen und auf die eireifung von
Pimpla turionellae L. (Hym., Ichneumonidae)”, Z. ang. Ent., 85, (1978) 113-122.

[198] Emre, 1. ve Yazgan, ., “Besin bilesenlerinin Pimpla turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae)’nin iiremesi iizerine etkileri”, Doga-Tr. J. Biology,
14, (1990) 96-104.

[199] Yazgan, S., “A meridic diet and quantitative effects of Tween 80, fatty acid
mixtures and inorganic salts on development and survival of the endoparasitoid
Pimpla turionellae L., Z. Angew. Entomol., 91, (1981) 433-441.

[200] Emre; I., “Meridik bir besinin Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) ergin disilerinin yumurta verimine etkisi”, DOGA TU Biyol. D.,
12(2), (1988) 101-105.

[201] Nurullahoglu, Z.U. ve Aksoylar, M.Y., “Besinsel yag asitlerinin Pimpla
turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae) ergin disilerinin yag asidi bilesimine
etkileri”, XIV. Ulusal Biyoloji Kongresi, Samsun, (1998), 313-322.

[202] Aktiimsek, A. ve Aksoylar, M.Y., i‘Pimpla turionellae L. (Hymenoptera,
Ichneumonidae)’nin yag asidi bilesimi”, DOGA TU Biyol. D., 11(1), (1987) 10-18.

[203] Yanikoglu, A., “Bazi1 karbohidratlarin Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’ nin glikojen sentezine etkileri”, Cumhuriyet Univ. Fen Bil. Derg.,
3(2), (1985) 205-210.

[204] Fihrer, E. and Willers, D., “The anal secretion of the endoparasitic larva
Pimpla turionellae: sites of production and effects”, J. Insect Physiol., 32, (1986)
361-367.

[205] Uckan, F. ve Giilel, A., “Endoparazitoid Pimpla turionellae (L.)
(Hymenoptera: Ichneumonidae) disilerinde zehir aparatinin yapisi ve zehirinin

129



baslica kimyasal grubunun tayini”, X. Ulusal Biyoloji Kongresi, Erzurum, (1990) 73-
83.

[206] Uckan, F., “The morphology of the venom apparatus and histology of venom
gland of Pimpla turionella (L.) (Hym; Ichneumonidae) females”, Tr. J. Zool., 23(4),
(1999) 461-466.

[207] Biiyiikgiizel, K. ve Yazgan, S., “Baz1 antibiyotiklerin endoparazitoit Pimpla
turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae)’nin yasama ve gelisimine etkileri”, 7.
J. Zool., 20, (1996) 1-7.

[208] Sulang, M. ve Emre, 1., “Inorganik tuzlarin erkek Pimpla turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) larvalarinin gelismesine ve sentezledikleri protein
miktarina kalitatif ve kantitatif etkileri”, Doga-Tr. J. Zoology, 16, (1992) 92-100.

[209] Biiyiikgiizel, K., “Positive effects of some gyrase inhbitors on survival and
development of Pimpla turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae) larvae reared on
an artificial diet”, J. Econ. Entomol., 94(1), (2001) 21-26.

[210] Biiyiikgiizel, K. and Yazgan, §., “Effects of antimicrobial agents on the
survival and development of larvae of Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) reared on an artificial diet”, Turk. J. Zool., 26, (2002) 111-119.

[211] Biyiikgiizel, K., “Effects of some DNA gyrase inhibitors on the survival and
development of Pimpla turionellae (Hymenoptera: Ichneumonidae) larvae reared on
an artificial diet”, Turk. J. Zool., 26, (2002) 121-126.

[212] Ozalp, P. ve Emre, i, “Karbohidratlarin Pimpla turionellae L. ergin
disilerinde total glikojen ve protein miktarina etkileri”, Tr. J. Zoology, 22, (1998) 15-
19.

[213] Seker, D.A. ve Yamkoglu, A., “Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’ nin aglik, beslenme, parazitleme ve yaslilik durumlarinda glikojen
seviyesindeki degismeler”, Tr. J. Zool., 23(Ek say1 1), (1999) 289-296.

[214] Yanikoglu, A., “Pimpla turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae)’ nin
baskalagimi sirasinda glikojen miktarindaki degismeler”, Cumhuriyet Univ. Fen Bil.
Derg., 3(1), (1985) 57-68.

[215] Biiyiikgiizel, K., “Effects of some antimicrobial agents on the total protein
content of the endoparasitoid Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae)”, Turk. J. Zool., 26, (2002) 101-109.

[216] Yamikoglu, A., “Disik sicakhi@in Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) puplarinin glikojen seviyelerine etkisi”’, Cumhuriyet Univ. Fen Bil.
Derg., 13, (1990) 53-66.

130



[217] Adiyaman, N. ve Aktiimsek, A., “Pup ve ergin evrede uygulanan diisiik
sicakligin Pimpla turionellae L. (Hymenoptera: Ichneumonidae) disilerinin yumurta
verimine etkileri”, Tr. J. Zool., 20(Ek Say1), (1996) 1-5.

[218] Kalyoncu, L. ve Aksoylar, M.Y., “Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) disi pup ve erginlerinin total lipid, total yag asidi ve yag asidi
bilesimine tedrici azalan sicakligin etkileri”, XIV. Ulusal Biyoloji Kongresi, Samsun,
3, (1998) 323-333.

[219] Nurullahoglu, Z.U. ve Aksoylar, M.Y., “Diisiik sicakligin Pimpla turionellae
L. (Hymenoptera: Ichneumonidae) disi pup ve erginlerinin total lipid, total yag asidi
ve yag asidi bilesimine etkileri”, Tr. J. Zoology, 21, (1997) 295-301.

[220] Ortel, J. and Vogel, W.R., “Effects of lead and cadmium on oxygen
consumption and life expectancy of the pupal parasitoid, Pimpla turionellae”,
Entomol. exp. appl., 52(1), (1989) 83-88.

[221] Ortel, J., “Effects of lead and cadmium on chemical composition and total
water content of the pupal parasitoid, Pimpla turionellae”, Entomol Exp. Appl.,
59(1), (1991) 93-100.

[222] Ortel, J., “Accumulation of Cd and Pb in successive stages of Galleria
mellonella and metal transfer to the pupal parasitoid Pimpla turionellae”, Entomol.
Exp. Appl., 77, (1995) 89-97.

[223] Erol, T. ve Kilinger, N., “Baz1 insektisitlerin pupa asalag1 Pimpla turionellae
L. (Hym.: Ichneumonidae)’ye etkileri iizerine arastirmalar”, Tiirkiye I. Biyolojik
Miicadele Kongresi, Adana, (1986), 123-137.

[224] Ozkan, F. ve Emre, I., “Oral yolla alinan organofosfath insektisit
malathion’un Pimpla turionellae L. disilerinin yasam siiresi, yumurta verimi ve
acilimina etkisi”, 7r. J. Zoology, 21, (1997) 309-313.

[225] Sak, O., Ucgkan, F. and Ergin, E., “Effects of cypermethrin on total body
weight, glycogen, protein, and lipid contents of Pimpla turionellae (L.)
(Hymenoptera: Ichneumonidae)”, Belg. J. Zool., 136 (1): (2006) 53-58.

[226] Yanikoglu, A. ve Bilaloglu, R., “2,4-D’nin Pimpla turionellae L.’nin yumurta
verimi, yumurta acilimi, gelisme ve esey oranina etkileri”, IX. Ulusal Biyoloji
Kongresi, Sivas, 1, (1988) 403-408.

[227] Yamkoglu, A., “2,4-D’nin Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
Ichneumonidae) disilerinin glikojen seviyelerine etkisi”, Cumhuriyet Univ. Fen Bil.
Derg., 8(1), (1989) 27-34.

[228] Ergin E., Uckan F., Rivers D.B. and Sak O., “In vivo and in vitro activity of

venom from the endoparasitic wasp Pimpla turionellae (L.) (Hymenoptera:
Ichneumonidae)”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 61, (2006) 87-97.

131



[229] Bronskill, J.F., “A cage to simplify the rearing of the greater wax moth,
Galleria mellonella (Pyralidae), J. Lep. Soc., 15(2), (1961) 102-104.

[230] Kosmider , B., E. Zyner, R. Osiecka, J. Ochocki (2004). Induction of
apoptosis and necrosis in A549 cells by the cis-Pt(II) complex of 3-aminoflavone in
comparison with cis-DDP. Mutation Research, 563: 61-70.

[231] Cendoroglo, M., Jaber, B., Balakrishnan, L., Perianayagam, V. S., King, M.
and Pereira, B.J.G., “Neutrophil apoptosis and dysfunction in uremia”, J. Am. Soc.
Nephrol., 10, (1999) 93-100.

[232] Richards, E.H. and Dani, M. P., “Biochemical isolation of an insect
haemocyte anti-aggregation protein from the venom of the endoparasitic wasp,
Pimpla hypochondriaca, and identification of its gene”, J. Insect Physiol., 54, (2008)
1041-1049.

[233] SPSS Inc., SPSS 15.0 Statistics. SPSS, Chicago, IL, (1999).

[234] Vinson, S.B. and Iwantsch, G.F., “Host Suitability for Insect Parasitoids”,
Ann. Rev. Entomol., 25, (1980) 397.

[235] Arnold, J.W. and Hinks, C.F.,. “Haemopoiesis in Lepidoptera. III. A note on
the multiplication of spherule cells and granular haemocytes”, Can. J. Zool., 61,
(1983) 275-2717.

[236] Nittono, Y., “Studies on the blood cells in the silkworm, Bombyx mori L.”,
Bulletin of the Sericulture Experiment Station Tokyo, 16, (1960) 171-266.

[237] Ayvali, C., “Metamorfoz sirasinda Agrotis ipisilon (Hufn.) (Lepidoptera:
Noctuidae) hemositleri iizerine arastirmalar”, Ankara iiniversitesi, ziraat fakiiltesi
yayinlari, 1149, Bilimsel arastirma ve incelemeler 636, Ankara 1989, sayfa 1-20.

[238] Beetz, S., Holthusen, T.K., Koolman, J. and Trenczek, T., “Correlation of
hemocyte counts with different developmental parameters during the last larval instar

of the tobacco hornworm, Manduca sexta”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 67,
(2008) 63-75

[239] Kenan, B., Uc¢kan, F., Ergin, E. and Rivers, D.B., Morphological and
biochemical changes in cultured cells induced by venom from the endoparasitoid,
Pimpla turionellae, In: Recent Advances in the Biochemistry, Toxicity, and Mode of
Action of Parasitic Wasp Venoms, ed. Rivers D.B. and Yoder, J., Research Signpost,
Kerala, India, (2007), p. 75-92.

[240] Hoffman, D.R. and Jacobson, R.S., “Allergens in Hymenoptera venom XII:
How much protein is in a sting?”, Ann. Aller., 52, (1984) 276-278.

[241] Coudron, T.A., Wright, M.M.K., Puttler, B., Brandt, S.L. and Rice, W.C.,
“Effect of the ectoparasite Necremnus breviramulus (Hymenoptera: Eulophidae) and

132



its venom on natural and factitious hosts”, Ann. Entomol. Soc. Am., 93(4), (2000)
890-897.

[242] Drenth, D., “Susceptibility of different species of insects to an extract of the
venom gland of the wasp Microbracon hebetor (Say)”, Toxicon, 12, (1974) 189-192.

[243] Rivers, D.B., Hink, W.F. and Denlinger, D.L., “Toxicity of the venom from
Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae) toward fly hosts, nontarget insects,
different developmental stages, and cultured cells”, Toxicon, 31(6), (1993) 755-765.

[244] Skinner, W.S., Dennis, P.A. and Quistad, G.B., “Partial characterization of
toxins from Goniozus legneri (Hymenoptera: Braconidae)”, J. Econ. Entomol., 83(3),
(1990) 733-736.

[245] Beckage, N.E., “Modulation of immune responses to parasitoids by
polydnaviruses”, Parasitol., 116, (1998) 57-64.

[246] Asgari, S., Hellers, M. and Schmidt, O., “Host haemocyte inactivation by an
insect parasitoid: transient expression of a polydnavirus gene”, J. Gen. Virol., 77,
(1996) 2653-2662.

[247] Parkinson, N.M. and Weaver, R.J., “Noxious components of venom from
pupa-specific parasitoid Pimpla hypochondriaca”. J. Inverteb. Pathol. 73, (1999) 74-
83.

[248] Marris, G.C., Bell, H.A., Naylor, J.M. and Edwards, J.P., “The role of Pimpla
hypochondriaca venom in the suppression of pupal Noctuid host immunity”,
Entomol. Exp. App., 93, (1999) 291-298.

[249] Stettler, P., Trenczek, T., Wyler, T., Pfister-Wilhelm, R. and Lanzrein, B.,
“Overview of parasitism associated effects on host haemocytes in larval parasitoids
and comparison with effects of the egg-larval parasitoid Chelonus inanitus on its host
Spodoptera littoralis™, J. Insect Physiol, 44, (1998).817-831,

[250] Wu, M.-L., Gong-yin, Y., Jia-ying, Z., Xue-xin, C. and Cui, H., “Isolation
and characterization of an immunosuppressive protein from venom of the pupa-
specific endoparasitoid Pteromalus puparum”, J. Invertebr. Pathol., 99, (2008) 186—
191.

[251] Trump, B.F. and Berezesky, LK., “Calcium-mediated cell injury and cell
death”, FASEB Journal, 9, (1995) 219-228.

[252] Nicotera, P., Hartzell, P., Davis, G. and Orrenius, S., “The formation of
plasma membrane blebs in hepatocytes exposed to agents that increase cytosolic Ca**

is mediated by activation of a non-lysosomal proteolytic system”, FEBS Letters, 209,
(1986) 139.

133



[253] Phelps, P.C., Smith, M.W. and Trump, B.F., “Cytosolic ionized calcium and
bleb formation following acute cell injury of cultured rabbit renal tubular cells”,
Laboratory Investigations, 60, (1989) 630-642.

[254] Troyer, D.A., Kreisberg, J.I. and Venkatachalam, M.A., “Lipid alterations in
LLC-PKI1 cells exposed to mercuric chloride”, Kidney International, 29, (1986) 530-
538.

[255] Perez, J.F., Chemello, M.E., Liprandi, F., Ruiz, M.C. and Michelangeli, F.,
“Oncosis in MA104 cells 1s induced by rotovirus infection through an increases in
intracellular Ca*? concentration”, Virology, 252, (1998) 17-27.

[256] Zhang, Z., Ye, G., Cai, J. and Hu, C., “Comparative venom toxicity between
Pteromalus puparum and Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae) toward
the hemocytes of their natural hosts, non-target insects and cultured insect cells”,
Toxicon, 46, (2005) 337-349.

[257] De Graaf, D.C., Aerts, M., Brunain, M., Desjardins, C.A., Jacobs, F.J.,
Werren, J.H. and Devreese, B., “Insights into the venom composition of the
ectoparasitoid wasp Nasonia vitripennis from bioinformatic and proteomic studies”,
Insect Mol. Biol., 19, (2010) 11-26.

[258] Driaz, C., Valverde, L., Brenes, O., Rucavado, A. and Gutierrez, J.M.,
“Characterization of events associated with apoptosis/anoikis induced by snake

venom metalloproteinase BaP1 on human endothelial cells”, J. Cell. Biochem., 94,
(2005) 520-528

[259] Tanjoni, L., Weinlich, R., Della-Casa, M. S., Clissa, P. B., Saldanha-Gama, R.
F., Freitas, M. S., Barja-Fidalgo, C., Amarante-Mendes, G. P. and Moura-da-Silva,
A. M., “Jararhagin, a snake venom metalloproteinase, induces a specialized form of
apoptosis (anoikis) selective to endothelial cells”, Apoptosis, 10, (2005) 851-861.

[260] Kiuchi, T., Aoki, F., and Nagata, M., “Effects of high temperature on the
hemocyte cell cycle in silkworm larvae”, J. Insect Physiol., 54 (2), (2008), 454-461.

[261] Pennacchio, F., Falabella, P. and Vinson, S.B., “Regulation of Heliothis
virescens prothoracic glands by Cardiochiles nigriceps polydnavirus”, Arch. Insect
Biochem. Physiol., 38, (1998) 1-10.

[262] Zhang, D., Dahlman, D.L. and Gelman, D., “Juvenile hormone esterase
activity and ecdysteroid titer in Heliothis virescens larvae injected with Microplitis
croceipes teratocytes”, Arch. Insect Biochem. Physiol., 20, (1992) 231-242.

[263] Lanzrein, B., Hammock, B., “Degradation of juvenile hormone III in vitro by
non-parasitized and parasitized Spodoptera exigua (Noctuidae) and by the
endoparasitoid Chelonus inanitus (Braconidae)”, J. Insect Physiol., 41, (1995) 93—
100.

134



[264] Wago, H. and Tanaka, T., “Synergistic effects of calyx fluid and venom of
Apanteles kariyai Watanabe (Hymenoptera: Braconidae) on the granular cells of
Pseudaletia separata Walker (Lepidoptera: Noctuidae)”, Zool. Sci., 6, (1989) 691-
696.

[265] Zhang, G., Schmidt, O. and Asgari, S., “A calreticulin-like protein from
endoparasitoid venom fluid is involved in host hemocyte inactivation”, Dev. Comp.
Immunol., 30, (2006).756-764.

[266] Choi, J.Y., Whitten, M.M.A., Cho, M.Y., Lee, K.Y., Kim, M.S., Ratcliffe ,
N.A. and Lee, B.L., “Calreticulin enriched as an early stage encapsulation protein in
wax moth Galleria mellonella larvae”, Dev. Comp. Imunol., 26, (2002) 335-343.

[267] Cho, J.H., Homma, K., Kanegasaki, S. and Natori, S., “Activation of human
neutrophils by a synthetic antimicrobial peptide KLKLLLLLKLK-NH2, via cell
surface calreticulin”, Eur J. Biochem, 266, (1999) 878-885.

[268] Keenan, B., Uckan, F., Ergin, E. and Rivers, D.B., “Pimpla turionellae L.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) zehirinin konak hiicrelerine morfolojik ve
biyokimyasal etkileri”, 19. Ulusal Biyoloji Kongresi, Zooloji, Trabzon, (2008) 217-
218.

[269] Nappi, A.J. and Ottaviani, E., “Cytotoxicity and cytotoxic molecules in
invertebrates”, BioEssays, 22, (2000) 469-480.

[270] Riley, P.A., “Melanin”, Int J Biochem Cell Biol, 29, (1997) 1235-1239.

[271] Carton, Y. and Nappi, A.J., “Drosophila cellular immunity against
parasitoids” Parasitol. Today, 13, (1997) 218-227.

[272] Vass, E., Nappi, A.J. and Carton, Y., “Alterations in the activities of
tyrosinase, N-acetyltransferase, and tyrosine aminotransferase in immune reactive
larvae of Drosophila melanogaster”, Dev Comp Immunol, 17, (1993) 109-118.

[273] Nappi, A.J., Carton, Y. and Frey, F., “Parasite-induced enhancement of
hemolymph tyrosinase activity in a selected immune reactive strain of Drosophila
melanogaster”, Arch. Insect. Biochem. Physiol., 18, (1991) 159-168.

[274] Beckage, N.E., Metcalf, J.S., Nesbit, D.J., Schleifer, K.W., Zetlan, S.R. and
Buron, I., “Host hemolymph monophenoloxidase activity in parasitized Manduca
sexta larvae and evidence for inhibition by wasp polydnavirus”, Insect Biochem., 20
(3), (1990) 285-294.

[275] Yin, L.H., Wang, C.Z., Qin, J.D., “Effect of the endoparasitoid Campoletis

chloridiae on phenoloxidase activity in Helicoverpa armigera hemolymph”, Chin.
Sci. Bull., 46, (2001) 1303.

135



