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OZET

Poecilimon (Poecilimon) similis similis RETOWSKI, 1889 (ORTHOPTERA:

PHANEROPTERINAE) TURUNUN KIYI VE YUKSEK DAG
POPULASYONLARINDA KUTIiKULA MELANIZASYONU ILE BAZI
IMMUN SISTEM PARAMETRELERININ KARSILASTIRILMASI

Nilgiin TOKGOZ
Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, 2016
Yiksek Lisans Tezi, 62s.

Danisman: Prof. Dr. Hasan SEVGILI

Termal melanizasyona bagli immiin yatirim hipotezi, ektotermik canlilarda viicut
isisinin ¢evre sicakligindaki degisimlerden etkilenmesi nedeniyle, daha soguk
cevrede yasayan popiilasyonlarda immiin aktivitelerin daha gii¢lii oldugunu iddia
eder. Canlmin yasadigi iklimsel kosullar viicut biyiikligliini ve kutikular
melanizasyonu da etkilemektedir. Daha soguk c¢evredeki popiilasyonlarin daha
melanik oldugu, melaninin de eklembacaklilarin bagisiklik sisteminde onemli bir
bilesen oldugu i¢in, immiin aktivitenin ¢evre sicakligindan etkilendigi bilinmektedir.
Dolayisiyla kutikula rengi ve melanin kokenli bagisikligm biiyiik olciide g¢evre
sicakliginin  se¢ilimine ugradigmni belirtmek gerekir. Bu calismada ayni tiiriin
(Poecilimon (Poecilimon) similis) farkli sicaklia sahip iki farkli alanda yayilis
gosteren popiilasyonlarinda, immiin aktivitelerinin, kutikular melanizasyon ve viicut
biiyiikliiklerinin termal g¢evre farkliliklarina gosterdikleri esnekligin belirlenmesi
amaglanmigtir. Calismanin sonuclarina gore, termal melanizasyon hipotezinin
ongordigi sekilde yiiksek (soguk) bolgede yasayan bireyler algak (sicak) bolgede
yasayanlara gore melanin temelli bagisiklik gostergeleri olan PO aktivitesi ve
enkapsiilasyon yetenegi bakimindan daha giiclii bir yanit olusturmustur. Ancak,
hipotezin aksine, daha sicak ¢evrede yasayan bireyler soguk bdlgedekilere gore daha
koyu bir kutikulaya sahip olduklar1 bulunmustur. Humoral immiin parametrelerden
hemolimfteki protein konsantrasyonu ve lizozim aktivitesi ise farkli termal ¢evrenin
etkisinden bagimsiz oldugu anlagilmistir. Bu sonuglar, melanin temelli bagigikligin
termal ¢evre farkliliklarindan etkilendigini, ancak immiin aktivitelerin sadece tek bir
dis cevredeki degisimle degil, diger ekeolojik faktorlerin ve fizyolojik siireglerin de
etkisi altinda esneklik gosterebilecegine isaret etmektedir. Clinkii, immiin aktiviteler
ve kutikula renklenmesinin canliya olan maliyeti yliksek oldugu i¢in, ¢esitli ekolojik
secilimlere gore fizyolojik aktiviteler arasinda bir uzlas1 s6z konusu olmalidir.

Anahtar Kelimeler: Dogal bagisiklik, Kiitikular melanizasyon, Enkapsiilasyon,
Fenoloksidaz aktivitesi, Litik aktivite, Poecilimon
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ABSTRACT

COMPARISON OF THE BODY MELANISATION AND SOME IMMUNE
PARAMETERS IN LOWLAND VS. HIGHLAND POPULATIONS OF
Poecilimon (Poecilimon) similis similis RETOWSKI, 1889 (ORTHOPTERA:
PHANEROPTERINAE)

Nilgiin TOKGOZ

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Biology, 2016
MSc. Thesis, 62p.
Supervisor: Prof. Dr. Hasan SEVGILI

Immune investment hypothesis dependent thermal melanization claims that
ectothermic animals due to their body temperature is effected by the changes in
environmental temperature, the population which live in colder environment have
stronger immune activities. Climate conditions affects the body sizes and cuticle
melanization, too. Since population living in colder environment are more melanic
and melanin is an important component for immune system of arhtropods, it is
known that immune activity is effected by environment temperature. Therefore it
should be noted that cuticle colour and immune based on melanin highly show
selection of environmental temperature.In this study, it is aimed to determine
plasticity of thermal environment showed in immune activities, cuticular
melanization and body sizes in same species (Poecilimon (Poecilimon) similis) from
two different population distributed in different areas which have different
environment. According to the study’s results, as predicted by the thermal
melanization hypothesis, individuals living in high (cold) regions has created
stronger response compared to living in the low (warm) regions with regard to
melanin-based indicators of immune, phenoloxidase activity and encapsulation
ability. But contrary to the hypothesis, it has been found that individuals living in
the warmer envrionment has been have more darker cuticle than colder
environment. It is understood that haemolymph protein concentration and lysozyme
activity from humoral immune parameters are independent from different thermal
environment. These results point out that melanin-based immune is affected by
environmental changes, but immune activities can show plasticity under the
influence of not only a single external environment change, but also other ecological
factors and physiological processes. Because the cost of immune activities and
cuticle pigmentation is high, for various ecological selections, between the
physiological activies a trade-off should happen.

Key words: Innate immunity, Cuticular melanization, Encapsulation, Phenoloxidase
activity, Lytic activity, bush-cricket, Poecilimon
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1. GIRIS

Kiiresel iklim degisiminin evrimsel siireci hizlandiracagi ve biyolojik ¢esitliligi
olumsuz etkileyecegi tahmin edilmektedir. Hizli habitat kayiplar1 ve bir¢ok
organizmanin ani ekolojik degisimlere ayak uyduramayacagi, yeterli, uygun cevresel
ortamlarin  kaybedilmesi  nedeniyle yeni adaptasyonlarin  populasyonda
yayilabilmesinin zorlasacagi bildirilmektedir (Quintero ve Wiens, 2013). Genetik
varyasyonlarin populasyondan hizla kaybolmasi biyogesitliligi tehdit eden en 6nemli
unsurlardan birisidir. Ozellikle hareket yetenekleri smirli, dar yayilisa sahip endemik
veya lokal populasyonlarin yogun oldugu bdlgeler i¢cin daha dramatik senaryolar
vardir (Malcolm ve ark., 2006). Kisa mesafelerde pargali bir yayilisa sahip
populasyonlarin iklimsel degisimlerden, habitat kayiplarindan ve diger cevresel
faktorlerin degisimlerinden daha hizli etkilenecegini belirtmek gerekir. Bu
degisimlerden etkilenecek populasyonlar ekolojik ve biyolojik ihtiyaglarmi
kargilamak i¢in daha uygun habitatlara dogru yayilis alanlarim1 degistirecek veya
iireme donemleri gibi yasam dongiilerinin zamanlamasinda farkliliklar olabilecektir.
Belirli cevresel faktorlere uyum saglamis aymi tiire ait lokal populasyonlarin
fizyolojik ve davranigsal esnekliklerinin arastirilmasi, gelecekteki ekolojik
degiskenlere populasyonun verebilecegi tepkileri anlamak bakimindan Onemlidir.
Populasyon {izerinde baski unsuru olan predator, parazit ve diger enfeksiyon
unsurlarmin da bu degisimlerden dogrudan etkilenecegini unutmamak gerekir. Sayet
global diizeyde ortalama sicaklik yiikselmeye devam edecek olursa, canlilarda 1s1
diizenlemesi, enfeksiyon ve Oliim oranlar1 {lizerinde Onemli roliiniin olacagi ve
ozellikle kritik ekosistem hizmetcilerinin etkinligini (pollinator bocekler gibi) veya
vektorel hastaliklarin yayilimini etkileyecegi bildirilmektedir (Harvell ve ark., 2009;
Kutch ve ark., 2014). Parazit ve enfeksiyonal unsurlardaki degisime, organizmalarin
bagisiklik sistemindeki uyumsal potansiyelinin ne sekilde cevap verebilecegi, farkl
yiikseltilerde veya enlemlerde yayilis gosteren populasyonlarm fenotipik esnekliginin
Oneminin anlagilmasina yonelik arastirmalar hizla artis gostermektedir ( Fedorka ve
ark., 2013a; Fedorka ve ark., 2013b). Diger taraftan farkli habitatlarda ve iklimsel
sartlarda yayilis gdsteren populasyonlarda ortaya ¢ikan fenotiplerin patojenlere karsi
verecegi cevaplarm farkli olabileceginin yanisira, termal diizenleme, viicuttaki

renklenme, su kaybina karsi diren¢ gibi yasamsal siireci etkileyen dnemli faktorler



acisindan da belirgin bir fenotipik esnekligin oldugu bilinmektedir (Parkash ve ark.,

2008; Kutch ve ark., 2014).

Bilindigi gibi bocekler ektotermik canlilar olup viicut sicakliklarini ¢evresel sicakliga
gore diizenlemektedirler. Is1 diizenlemesinde giineslenme 6nemlidir. Giineslenmenin
etkinligi ile kutikula renklenmesi arasinda iligki oldugu ve daha koyu kutikula agik
olanlara gore giines 1sisi1 daha hizli absorbe ettigi bildirilmektedir (Kingsolver,
1983; Trullas ve ark., 2007; Roulin, 2014). Dolayisiyla daha diisiik sicaklik
kosullarinda yasayan populasyonlarin daha koyu kutikulaya sahip olacagi iddia edilir
(Majerus, 2000; Trullas ve ark., 2007; Trullas ve ark., 2008; Kutch ve ark., 2014).
Diger taraftan, “Gloger kurali” daha nemli habitatlarda daha koyu bir renklenme
olurken daha kuru gevrelerde yasayan hayvanlarin daha agik renklerde oldugunu
iddia eder (Kamilar ve Bradley, 2011; Singaravelan ve ark., 2013). Ancak, termal
diizenlemeyle iligkili olan diger faktorler iklimsel varyasyonlardan bagimsiz olarak
kutikula renklenmesini sekillendirebilir. Ornegin, viicut biiyiikliigii, gizlenme,
gosterise yonelik renklenme, mimikri, eseysel secilim gibi faktorler de viicut
renklenmesinde etkili olan unsurlardir (Ellers ve Boggs, 2002; True, 2003; Kutch ve
ark., 2014). Cevrenin sicaklik parametrelerinin yani sira, besin bulunabilirligi,
predator etkisi, populasyon yogunlugu gibi faktorler de canlinin renklenme, viicut
biiyiikligi, bagisiklik ve gelisim zamanini etkiler (Wilson ve ark., 2001). Béceklerde
kutikular melanizasyon ¢evrenin sicakligma gore diizenleniyor/degisiyor ve melanin
bocek bagisikliginda c¢ok oOnemli bir bilesen ise, farkli termal c¢evrelerdeki
populasyonlarin melanin temelli bagisikliklar1 ile iliskili aktivitelerinde de farklilik
beklenir (Fedorka ve ark., 2013b; Fedorka ve ark., 2013a; Kutch ve ark., 2014;
Fedorka ve ark., 2015). Ciinkii, bécek kutikulasinda, fenoloksidaz enzimi (PO) L-
Dopa’nin (veya dopamin) melanine doniisiimiinii baslatir (True, 2003). Kutikulay1
daha melanik yapan ayn1 PO yolag1 hemoso6l igerisindeki patojenlere karst viicudun
savunulmasinda is goren giiclii antibiyotik ozellikler gosteren kinon ara {irlinleri
iiretmektedir (Soderhall ve Cerenius, 1998; Cerenius ve Soderhall, 2004; Liu ve ark.,
2007). Termal diizenlemeye baghh melanizasyon ile immiin aktiviteler arasindaki
iliskiyi arastiran ¢cok sayida calisma vardir (Ornek: Cotter ve ark., 2008; Catalan ve
ark., 2012; Kutch ve ark., 2014). Aynu tiire ait farkli iklimsel ¢cevrede yayilis gosteren

populasyonlarda goriilen fenotipik esnekliklerdeki varyasyon organizmanin yasadigi



cevreye olan uyum giiciiyle yakindan iliskilidir. Ornegin, daglik ve yiiksek alanlarda
yayilis gosteren daha koyu renklenmeye sahip bdoceklerin algak alanlardaki
populasyonlara gore daha yiliksek su kaybetme riski ile karsi karsiya kaldigi ve
kutikular su kaybetme oraninin melanik formlarda agiklara gére daha diisiik oranda
oldugu bildirilmistir (Parkash ve ark., 2008; King ve Sinclair, 2015). Allonemobius
socius’un (Orthoptera: Gryllidae) daha sicak bolgelerdeki populasyonlarmin daha
acik kutikulaya ve dolayisiyla daha zayif melanin temelli bagisikliga sahip oldugu
saptanmistir (Fedorka ve ark., 2013a). Ancak, bu ve benzeri bulgularin aksine,
Saccharosydne procerus (Hemiptera: Delphacidae) tiirlinde (termal melanin
hipotezinin aksine), daha sicak ortamda yayilis gosteren populasyonlarin daha
melanik olduklar1 ve daha gii¢lii immiin aktiviteye sahip olduklar1 da bilinmektedir

(Yin ve ark., 2015).

Endotermik hayvanlarm 6nemli bir kismimda daha kuzey ve soguk bdlgelerdeki
bireylerin daha biiylik viicut oOlgiilerine sahip olmalarina yonelik kabul (Bergmann
Kurali), bocekler icin tam tersi bir model gosterebilir (Blanckenhorn ve Demont,
2004; Eweleit ve Reinhold, 2014). Dolayisiyla bireyin renklenmesi, bagigiklik
sistemi veya viicut biyiikligi tiirler arasinda degisebilmekte ve benzer
gelisimsel/biyokimyasal siirecler iizerinde genetik ve c¢evresel etkiler farkli
olabilmektedir. Ayni tiire ait termal olarak farkli yiikseltilerde yayilis gdsteren
populasyonlar arasinda immiim aktiviteler, viicut renklenmesi ve viicut buiylkligii
gibi parametrelerin arastirilmasi, farkli ekolojik faktorler etkisindeki 6zelliklerin
nasil secilime ugradigini anlamak acisindan oldukca onemlidir. Kisa mesafedeki
yiikseklik farkliliklarinin (g¢evresel faktorlerin yakin mesafedeki hizli degisimi)
hareket yetenegi sinirli ve dar yayilis alanina sahip populasyonlarda immiin
aktivitelerdeki etkilerinin arastirilmasi, ilgili 6zellikler agisindan lokal sartlara
uyumda, populasyondaki esnekligi anlamak agisindan iyi bir firsat olacagi

diisiiniilmektedir.

Kutikular melanizasyonun gii¢lii bir termal secilim altinda melanin temelli bagisiklik
ile genetik olarak iligkili olmasi, termal diizenlemeye iliskin stratejinin boceklerdeki
immiin savunmanim sekillenmesinde dolayli olarak etki yapacagimna isaret eder. Bu
caligmada aynu tiire ait farkli termal ve ekolojik faktorlerin etkisi altinda olan kiy1 ve

dag populasyonundaki humoral ve hiicresel immiin aktivitelerde, kutikula



melanizasyonunda ve viicut biyiiliigiindeki farkliliklarin arastirilmasi hedeflenmistir.
Cilnki, dis ekolojik sartlarin degismesi sicakliga bagli enzimatik reaksiyonlar gibi,
canlinin biyokimyasal ve fizyolojik siireglerini de etkileyecektir (Moczek, 2010).
Daha yiiksekte yayilis gosteren populasyonun daha melanik ve daha giigli
bagisikliga sahip olacag: diisiiniilmiistiir. Diger taraftan eseyler arasinda bagigiklik,
melanizasyon ve viicut biliylikliigiiniin farkli ekolojik kosullarda nasil sekillendigi
merak edilen diger bir sorudur. Ciinkli immiin yeterlilik acisindan eseyler arasinda
fark oldugu, ve genel olarak disilerin bagisiklik sisteminin daha giiglii oldugu

belirtilmektedir (Rolff, 2002; Nunn ve ark., 2009).
1.1. Humoral Bagisikhk Aktiviteleri

1.1.1.Melanizasyon ve Fenoloksidaz Aktivitesi

Bocek kutikulast melanin kokenli renklenmenin derecesine gore tiirler arasinda
onemli 6lciide cesitlilik gostermektedir. Ornegin, bocek gruplarindan agik bronz
rengi kutikulaya sahip termitler oldugu gibi koyu siyah renkli kinkanathlar da ¢ok
yaygmdir. Yine giivelerde melaninler en yaygin renk pigmentleri olup, beyazdan
acik-koyu kahverengiye veya siyaha kadar degisebilen cesitlilikte bir renklenmenin
ortaya c¢ikmasma neden olmaktadir (Ethier ve Despland, 2012). Bireyler melanin
sentezleyip kutikulalarinda depo ederek daha koyu renklere biiriiniirler ve bu bireyler

“melanik® olarak adlandirilir (Ornek: Sekil 1.1) (True, 2003).

Melanizasyon ¢ok farkli hayvan gruplarinda oldukca yaygin olmasina ragmen,
bdceklerdeki melanizm renklenmenin hiicresel ve gelisimsel olarak farkliliklar
gostermesi nedeniyle omurgalilardakine benzemez (Majerus ve Mundy, 2003; True,
2003; Trullas ve ark., 2007). Ozellikle bocekler igerisinde giiveler ve kinkanatlilarda
melanizasyon Ornekleri ¢oktur. Ancak bazi bocek tiirlerinde melanizasyona bir¢ok
farkli ekolojik ve fizyolojik faktoriin etki ettigi True (2003), tarafindan 6zetlenmistir.
Ornegin, Hanim bdcegi (Adalia bipunctata) termal diizenleme (De Jong ve ark.,
1996), mimikri (Brakefield, 1985) ve eseysel secilim (Majerus ve ark., 1982) gibi
farklh secilimlerin bir sonucu olarak farkli renk morflarina sahiptir. Ciinkii ¢evresel
1s1 degisimleri organizmalarin igsel diizenlemelerini ve termal baskilar 1s1 diizenleme
mekanizmalarinin fizyolojisini etkiler. Ornegin, sicakliga bagl olarak bireylerin

bakteri gibi ¢esitli enfeksiyon ajanlarina maruz kalma durumlar1 degisebilir (Catalan



ve ark.,, 2012). Ektotermik canllarda viicut 1sis1 ¢evre sicakhigindaki
dalgalanmalardan etkilenir. Bu nedenle canlinin yasadig: iklimsel kosullar patojen-
konake iliskisini dogrudan etkiler, ¢iinkii ¢evre sicakligl degisimleri immiin sistem
tepkisini degistirir ve bunun da optimal fizyolojik performans baglaminda canliya bir
maliyeti s6z konusudur (Catalan ve ark., 2012). Ornegin uyumsal esneklik nedeniyle
soguk bolgelerde erginlesme siireci ertelenerek maliyet diigiiriilme yoluna gidilir

(Ornek: Angilletta ve ark., 2004).

Arthropodlardaki dogal bagisiklik sistemi humoral ve hiicresel tepkilerden
olusmaktadrr. Humoral savunmalar antimikrobiyal peptidleri, koagiilasyonu
diizenleyen yolaklar ve hemolimfin melanizasyonu seklinde 6zetlenebilir. Hiicresel
tepkiler ise hemosit araciligiyla olusan fagositozis, nodulasyon ve enkapsiilasyondan
ibarettir (Lavineve Strand, 2002; Tsakas ve Marmaras, 2010). Melanizasyon ile
bocek immiin sistemi arasindaki baglanti1 son yillarda yogun bir sekilde
calisiimaktadir (Ornek: deneysel-Wilson ve ark., 2001; derleme- Rolffve Siva-Jothy,
2003; Cotter ve ark., 2008; Bailey, 2011; Fedorka ve ark., 2013a).

Bu baglamda “termal melanin hipotezi” diisiik sicaklik sartlarinda koyu renkli
bireylerin acik renkli bireyler ile karsilastirildiginda daha hizli 1sinma avantajina
isaret etmektedir (Gross ve ark., 2004; Trullas ve ark., 2007). Bu durum yiiksek
rakimlardaki habitatlarda ve soguk bolgelerde yasayan tiirler i¢cin bir avantaj
olusturmaktadir. Termal melanin hipotezinin ana tahminlerinden biri: yansima
cevresel sicaklik ve giines 1sinlariyla pozitif iliskili olmalhidir (Harris ve ark., 2013).
Ornegin, kelebeklerde kanat melanizmi soguk hava sartlarinda daha hizli ve uzun
mesafe ugma arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (Danaus plexippus, Hanley ve
ark., 2013). Diger taraftan koyu renkli hanim bocekleri daha yiiksek lireme basarisia
sahip oldugu gibi baharda yumurtadan ilk ¢ikan bireylerdir (Brakefield ve Willmer,
1985). Diger taraftan hipotez ektotermik bireylerin soguk bdlgelerde daha koyu
renklerde olmalarnin yaninda daha iri olduklarina da vurgu yapmaktadir (Fedorka ve

ark., 2013a).
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Sekil 1.1. Bocek melanizasyonun biyokimyasal yolagi (Kirmizilar enzimlere

isaret etmektedir; detaylar i¢in bkz. True, 2003).

Yukarida da belirtildigi gibi koyu kutikula renginin olugsmasina neden olan melanin
ayni zamanda eklembacaklilarin immiin sistemi i¢in de hayati Oneme sahiptir
(Wilson ve ark., 2001). Birgok bocek grubunda koyu kutikula ile popiilasyonlardaki
melanin kaynakli immiin sistem pozitif bir iligki gdstermektedir (Barnes ve Siva-
Jothy, 2000; Wilson ve ark., 2002). Dolayisiyla boceklerdeki demografik yap1 ve
cevresel faktdrler immiin sistemi sekillendirmektedir (Rolff ve Siva-Jothy, 2003).
Melaninin bdceklerde patojene karsi direng baglaminda iki yonli roli vardir: ilki,
patojenlerin isgaline karsi kutikulada fizikokimyasal bir bariyer olarak ve ikincisi,
bocek viicudu igerisine girmis isgalcilerin etrafinda birikerek hareketsiz hale

getirmektedir (Prokkola ve ark., 2013).

Boceklerde patojenlere karsi savunmada ve yaralarin iyilesmesinde i géren enzim
yolaklarindan birisi hemolimfin melanizasyonudur (Cerenius ve Soderhall, 2004;
Mavrouli ve ark., 2005; Beckage, 2008; Cerenius ve ark., 2008). Bocek

kutikulasinda, fenoloksidaz enzimi (PO) L-Dopa ve/veya dopaminin melanine
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doniismesine Onciiliik etmekte ve sonucta kutikula da koyulagsmaktadir (True, 2003).
Ozetle, melanizasyon tirozin metabolizmasma baglidir. Tirozin fenoloksidaz (PO) ile
aktive edilerek dopaya doniismektedir. Dopakinon bir seri basamaktan sonra
melanine doniisiir (Sekil 1.2) (True, 2003 ve detaylar i¢in bkz. Cerenius ve
Soderhall, 2004; Van’t Hoff ve Saccheri, 2010). Dopamin ve fenoloksidaz kutikula
renklenmesi ve humoral bagisiklik sisteminde birlikte rol oynarlar. PO enzimlerinin
dogal bagisikliktaki rollerine ek olarak bircok dokunun pigmentasyon ve
skleritizasyonundan da sorumludur. Bu enzimin aktivasyonu bir seri olaylar ile
diizenlenmekte olup, bazi mikrobiyal {riinlerin varliginda aktiflesen proteinaz,
mikroorganizmalarla iligkili diger bilesikler ve polisakkaritlere baglanabilen
proteinleri iceren proPO aktivasyon sistemiyle ortaya ¢ikar. Bu sistem B-1,3-glukan
lipopolisakkaridler, peptidoglikanlar1 baglayan kalip-tanima proteinleri veya doku
yaralanmalar1 tizerinden iiretilen i¢sel faktorler gibi diger bilesikler tarafindan aktive
edilir (Cerenius ve Soderhall, 2004; Nappi ve Christensen, 2005; Kanost ve Gorman,
2008). Son yillarda yapilan aragtirmalar profenoloksidaz (proPO) sisteminin
zimojenik serin proteinazlar, serin protein homologlar1 ve patojen tanima proteinleri
tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur (Cerenius ve ark., 2008; An ve ark.,
2013). Melanizasyon siireci PAMPs yoklugunda da baslatilabilmektedir (Ornek:
Drosophila, Brennan ve Anderson, 2004). proPO aktivasyon yolagi memelilerde
olmamasina ragmen bu yolak insanlardaki diger proteaz yolaklarina analogtur (kan
pthtilagsmas1 gibi) (An ve ark., 2013). Arthropodlardaki PO gen sayisi calisilan
tiirlerde oldukca farklilik gostermektedir (Ornek: Aedes aegypti 10, Balarisi 1 gen
tasir) (Cerenius ve ark., 2008). PO’lar eklembacaklilarda birincil olarak ozel
hemositler (Kristal hiicreleri gibi Rizkive ark., 1985) ve oendsitoidler (bdcek kan

hiicresinin bir tipi) (Shrestha ve Kim, 2008) tarafindan iiretilmektedir.

Son yillarda yapilan arastirmalar PO nun hiicresel savunma reaksiyonlarina (Ornek:
fagositozis) ve plazma koagiilasyonunun etkinliginin artirilmasina da onciiliik ettigini
desteklemektedir. Ancak, melanizasyon bir patojene karst daha yavas isleyen
hiicresel savunma (Ornek: enkapsiilasyon) ve antimikrobiyal peptidlerin sentezinden

daha hizli ve erken olusturulan bir tepkidir (Cerenius ve ark., 2008).
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Sekil 1.2. Boceklerde immiin-melanin ve kiitikular-melanin yolaginin genel
modeli (Kutch ve ark., 2014).

1.1.2. Antibakteriyal Lizozim (Litik) Aktivite

Patojenlere kars1 omurgasizlardaki en 6nemli humoral savunma mekanizmalarindan
birisi de lizozim benzeri aktivitelerdir. Bu enzimler bakteri hiicre duvarindaki
peptidoglikanlar1 hidrolize ederler (Anderson ve Cook, 1979). Hemolimfteki

fenoloksidaz aktivitesiyle birlikte litik aktivitenin dlciilmesi organizmanin hastaliga



kars1 direncini anlamakta kullanilan bir yontemdir (Adamo, 2004). Her iki system de
bdceklerin bagisikligindaki en dnemli savunma aracidir (Schneider, 1985; Rowley ve
ark., 1990). Litik enzim daha ¢ok gram pozitif bakterinin hiicre duvarindaki N-
asetilglukozamin (GIcNAc) ve N-asetilmuramikasit (MurNAc) arasindaki B-1,4-
glikozidik bagi hidrolize eder (Schneider, 1985; Vocadlo ve ark., 2001). Bu
enzimlerin varligt hem hemimetabol hem de holometabol boceklerde bilindigi gibi

omurgalilarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda da saptanmustir.
1.2. Hiicresel Bagisiklik

1.2.1. Enkapsiilasyon

Hiicresel tepkilerden birisi olan enkapsiilasyon parasitoidler ve nematodlar gibi
biiyiik hedeflere hemositlerin baglanmasina isaret etmektedir. Calisilan farkli bocek
gruplarinda graniiler hiicreler, plasmatositler (Lepidoptera) ve lamellositler
(Drosophila, Diptera) gibi farkli hemosit tipleri kapsiil olusturmaktadir (Vass ve
Napi, 2000). Viicuda giren yabanci hedef taninir taninmaz agik dolagimda hareket
eden hemositler yapisict olmayan moddan yapisict duruma gegerek kapsiil
olusumunu baglatirlar (Lavine ve Strand, 2002). Enkapsiilasyon mekanizmasi bu
sekilde calisarak patojeni hemolimfte izole birakir veya etkisiz hale getirir ve
omurgasizlardaki en 6nemli dogal bagisiklik mekanizmalarindan biridir (Gillespie ve
ark., 1997; Rantala ve ark., 2000; Smilanich ve ark., 2009; Mikkola ve Rantala,
2010).

1.3. Hemolimfteki Protein Konsantrasyonu ve Antimikrobiyal Peptidler

Hemolimfteki protein konsantrasyonunun daha yiiksek oldugu Gryllus texensis
(Orthoptera: Gryllidae) bireylerinde bakteriyal patojenlere karsi direngliligin arttig1
ve hayatta kalma oranmin yiikseldigi bildirilmistir (Adamo, 2004). Litik aktivite ve
toplam PO aktivitesi ile hemolimfteki protein konsantrasyonunun pozitif iliski
gostermesi, hemolimfteki protein miktarmin hastaliklara karsi direngte onemli bir
Ol¢iit oldugunu ortaya koymaktadir (Adamo, 2004). Ancak, hemolimfteki pek ¢ok
proteinin bagisiklikla iliskili olmadigir da vurgulanmistir (Romoser ve Stoffolano,
1998). Bagisiklikla ilgili protein ve peptidler diger Okaryotlarda oldugu gibi

omurgasiz savunma sisteminin de Onemli elemanlaridir (Kanost ve ark., 2004).



Biiylik antimikrobiyal proteinler siklikla litik veya 0©zel olarak mikrobiyal
makromolekiilleri hedef alirken, kiiclik antimikrobiyal peptidler mikrobiyal hiicre
mebraninin fonksiyon ve yapisini bozarak is goriir (Fredrick ve Ravichandran, 2012).
Antimikrobiyal peptidler kutikuladaki yaralanma ve enfeksiyonlara kars1 da etkilidir.
Bazi Crustaceae tiirlerinde, hemolimfteki antimikrobiyal peptidlerin bir 06zeti
Fredrick and Ravichandran (2012) tarafindan sunulmustur. Boceklerdeki
antimokrobiyal peptidlerle ilgili genis bilgi icin Bulet ve ark. (1999)nin yaptigi
derlemeye bakilabilir. Indiiklenebilir antimikrobiyal peptid sistemi fagositoz ve
melanizasyon gibi immiin savunma sistemlerinin temizleyemedigi daha direngli
kalint1 mikroplarin uzaklastirilmasinda rol aldigina iliskin 6nemli detaylar da vardir
(Schneider ve Chambers, 2008). Bu c¢alismada hemolimfteki toplam protein
konsantrasyonu ele alinacagi igin Olgiilen protein miktar1 ile spesifik peptidlerin
etkinligi lizerine herhangi bir veri alinamiyacaktir. Ancak, hemolimfteki protein
konsantrasyonu ile bagisiklik arasindaki iliski bircok omurgasizda ortaya

konulmustur (Ornek: Adamo, 2004; Kanost ve ark., 2004; Fedorka ve ark., 2013b).

1.4. Cahismanin Hedefleri

Termal melanizasyonla immiin tepkiler arasindaki iligskinin ekolojik ve evrimsel
nedenleri iizerine yapilmis birgok c¢aligma vardir (Cerenius ve Soderhall, 2004;
Fedorka ve ark., 2013b). Ancak kisa mesafelerde immiin tepkilerin esnekligi iizerine
yapilmis caligmalar ¢ok azdir. Diger taraftan, Tiirkiye’de yayilis gdsteren omurgasiz
gruplart tlizerinde eko-immiinolojik bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Bu tez
calismasinda Karadeniz Bolgesinde yayilist olan c¢ali ¢ekirgesi Poecilimon
(Poecilimon) similis similis Retowski 1889’°in (Orthoptera: Phaneropterinae) kiyisal
bolge ve yiiksek dag popiilasyonlar1 arasindaki bazi immiin sistem parametrelerinin
karsilastirilmast hedeflenmistir. Planlanan ¢alismanin hipotezine gore; P. similis’in
soguk ve yliksek rakimlarda yayilis gosteren popiilasyonlarinda kiyisal bolgelerde
yasayanlarina gore kutikula melanizasyonunun (daha koyu) ve enkapsiilasyon
yeteneginin daha yiiksek olacagi tahmin edilmektedir. Ayrica her iki popiilasyon igin
erkek ve disiler arasinda fenoloksidaz ve litik aktivite ile enkapsiilasyon yetenekleri
bakimindan farklilik olacagi diisliniilmektedir. Ciinkii dogada, cografik olarak
ayrilmis popiilasyonlar farkli ekolojik sartlarda ve secilim baskis1 altinda patojenlere

direng ile ilgili genler bakimindan varyasyon gdosterirler (Brown, 2003). Daha soguk
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cevrelerde yasayan ayni tiire ait popiilasyonlarin sicak bolgelerde yasayanlarina gore
immiin tepkilerinin bir kismmnin daha yiiksek oldugu bazi ¢alismalarda gdsterilmistir
(Ornek: Fedorka et al. 2013b; Kutch et al. 2014). Ancak yiiksek sicakliklarda
fenoloksidaz ve lizozim benzeri enzim aktivitelerinin (Adamo ve Lovett, 2011;
Fuller ve ark., 2011) ve aym1 zamanda hemosit sayisinin ve hemolimfdeki protein
diizeyinin (Quedraogo ve ark., 2003) arttig1 da tespit edilmistir. Termal melanin
hipotezinin aksine daha sicak ¢evrede daha koyu renklenmeye sahip ve daha yiiksek
fenoloksidaz aktivitesi gdsteren caligma sonuglarint da burada belirtmek gerekir

(Ornek: Yin ve ark., 2015).

Baz tiir-patojen iligkilerinde, artan sicakliklarda iireme ve hastaliga diren¢ maliyeti
arasinda bir uzlast oldugu da bildirilmistir (Adamo ve Lovett, 2011). Yani, yiiksek
sicakliklarda bocekler lireme oranlarini arttirirlar, fakat iiremenin maliyeti nedeniyle
hastaliklara karsi diren¢ mekanizmalar1 daha zayif olacagindan yasam uzunluklar1
azalir ve uyum giicleri diiser. Bu baglamda, P. similis popiilasyonunun diisiik
rakimlarda (daha sicak) ve yiliksek rakimlarda (daha soguk) yayilis gdsteren
popiilasyonlar1 arasindaki bazi immiin sistem parametrelerinin ortaya konmasi farkl
iklim sartlarinda tireyen popiilasyonlarin immiin tepkilerine iligkin énemli ipuglar1

verecektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Omurgasizlarda, dogal olarak var olan savunma sistemi patojen ve hasarli dokularin
melanizasyonu ile ilgili olup bu etkili yontem son derece zehirli ve reaktif
bilesiklerin gereksiz iiretiminden kag¢inmak i¢in diizenlenen fenoloksidaz enzimi
tarafindan kontrol edilmektedir (Cerenius ve Sdderhall, 2004). Melanizmin 1s1
diizenlemesinde rol oynayip oynamadigi ektodermlerin termal 1s1 diizenlemeleri ile

ilgili ¢aligmalarda sik¢a sorulmaktadir (True, 2003; Trullas ve ark., 2007)

Omurgasizlarin bagisiklik sisteminin tarihsel siirecine bakacak olursak ilk dnemli
calismalardan biri 1884 yilinda Rus bilim insan1 Elie Metchnikoff yapmistir. Gordon
(2008), yaptig1 bir derlemede E. Metchnikoff’u dogal bagisikligin babasi olarak
nitelendirmistir. E. Metchnikoff yaptig1 ¢aligmalar neticesinde fagositoz adin1 verdigi
bir bagisiklik mekanizmasini kesfetmis ve ayni zamanda bu kesfi ona (1908) Nobel
Tip Odiili'nii de kazandirmustir. Ik kez cekirgelerde bagisiklik —sisteminin
bulundugunu Rudolf W. Glaser ortaya ¢ikarmistir. Ancak gercek anlamda genis
kapsamli bir calisma Hans Boman grubu tarafindan Stockholm Universitesi'nde

baslamistir.

Bircok makalede yer aldigi sekliyle dogustan gelen bagisiklik mekanizmalar1 su
sekilde gruplandirilmistir (Ornek: Hoffmann, 1995; Soderhall ve Cerenius, 1998;
Tsakas ve Marmaras, 2010). 1. Humoral Yanitlar (Antimikrobiyal peptitler ve
Enzimatik kaskadlar): Bocek hemolimfinde bakteri, mantar ve hatta virlisler gibi
istilac1 organizma olan patojenleri tanima, yeni antimikrobiyal peptit sentezi ve
salgilamas1 seklinde olan immiin yanitlardir ve orta bagirsak, hemolimf, tiikiiriik
bezleri ve kiitikula gibi canlmin farkli viicut bdlgelerinde goriilebilir. 2. Hiicresel
Yanitlar (Fagositoz, Nodiilasyon, Enkapsiilasyon): Bocek hemolimfinde yer alan
hemosit hiicrelerinin konak¢1 viicuduna giren patojenlere karsi bir takim maddelerle

ortak ¢aligarak immiin savunma olusturmasidir (Tsakas ve Marmaras, 2010).

Melanizasyon mekanizmasma iligkin olarak bircok bocek tiirlinde c¢alismalar
yapilmustir (Ornek: Bombyx mori, Satoh ve ark., 1999; Menduca sexta, Gorman ve
ark., 2007; Tenebrio molitor, Kan ve ark., 2008; Clark ve Strand, 2013; Harmonia
axyridis, Purse ve ark., 2015). Bir¢ok calismada enkapsiilasyon ile kutikula

renklenmesi arasinda pozitif iliskiler saptanmustir (Ornek: Bailey, 2011; Fedorka ve
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ark., 2013a). Bailey (2011), kahverengi Mormon ¢ekirgelerinin (Anabrus simplex)
yesil olanlarina gore enkapsiilasyon yetene§inin daha yiliksek oldugunu
bildirmektedir. Fakat cali ¢ekirgesi Metrioptera roeseli (Ortoptera) tiiriinde yesil ve
kahverengi morflar arasinda enkapsiilasyon kabiliyeti bakimindan bir fark
bulunamamistir (Berggren, 2010). Ancak bu calismada kullanilan materyal farkli
popiilasyonlardan elde edilmis olsa da farkli yiikseltilerden toplanmamistir. Barnes
ve Siva-Jothy (2000), un kurdunda kiitikular melanizasyon ile PO aktivitesi arasinda
onemli bir iligki bulamamalarma ragmen, entomopatojenik fungus Metarhizium
anisopliae (Hypocreales) tiirline karsi direng ile kutikular melanizasyon arasinda
onemli bir pozitif ilisgki saptamiglardir. Endiistriyel melanizme O6rnek olarak
gosterilen  giive tiirlerinden Lymantria monacha (Lepidoptera)’da  kanat
melanizasyonu ile enkapsiilasyon tepkisi arasinda pozitif bir iligki saptanmistir

(Mikkola ve Rantala, 2010).

Spodoptera littoralis (Lepidoptera) lizerinde yapilan bir ¢aligmada yasam uzunlugu
boyunca immiin fonksiyonlarin ve kiitikular melanizm i¢in se¢ilimde bir uzlaginin
s6z konusu oldugu ileri siiriilmiis ve bu baglamda yapilan calisma sonucunda
melanik bireyler acik kiitikulali bireylere gore diisiikk bir PO aktivitesi gosterirken
bunun aksine daha yiiksek bir litik aktivitesine sahiptir. Bu veriler de iki immiin
parametre arasinda bir uzlas1 oldugunu onaylamaktadir. Bu durum da melanizm ve
PO aktivitesi arasinda genetik bir uzlasi oldugunu sdylemek miimkiindiir (Cotter ve

ark., 2008).

Amerika’da yayilis gosteren ¢ekirge tiirli A/lonemobius socius’un (Gryllidae) Kuzey-
Giiney enlemlere gore 9 farkli popiilasyonu {izerinde yapilan calismada kisa sezon
uzunluguna sahip (soguk) popiilasyonlarin daha biiyiikk fenoloksidaz aktivitesine
sahip olduklar1 (melanin kokenli immiin sistem agisindan) ve her iki esey agisindan
daha koyu bir kutikula renginin yaygin oldugu saptanmistir (Fedorka ve ark., 2013a).
Bu model dogrudan kutikula rengi lizerine termal bir seciliminin olduguna ve dolayl
olarak da melanin kokenli immiin sistem se¢ilimine isaret eder (pleitropi nedeniyle).
Bu c¢alisma ayn1 zamanda ‘“sicakliga bagli immiin yatrim hipotezini”
desteklemektedir. Kuzey-Giiney dogrultusunda genis yayilist olan A. socius tiiriine
(Orthoptera: Gryllidae) ait populasyonlarla ilgili yapilan bir baska caliymada termal

cevrenin hem sezon hem de cografi olarak degistigine vurgu yapilarak
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popiilasyonlardaki melanin yatiriminin oldukc¢a genis bir esneklige sahip oldugu
bildirilmektedir (Fedorka ve ark., 2013b). Soguk sonbahar1 temsil eden bir ¢evrede
yasayan A. socius bireylerinin daha koyu renklerde oldugu, daha fazla fenoloksidaz
aktivitesi gosterdikleri ve bakteriye karsi daha yiiksek dirence sahip olduklar
saptanmistir. Ancak LY yaz poplilasyonlarma oranla daha zayif olarak tespit
edilmistir (Fedorka ve ark., 2013b). Bunun nedeni bir¢ok farkli modeldeki durumlara
analoji olarak melanin kokenli yatirimin potansiyel maliyetiyle ilgili uzlasidan
kaynaklanmaktadir. Dogal bagisiklik sisteminde erkek ve disiler arasinda immiin
savunma ve kiitikula melanizmi arasinda farkliliklar olabilmektedir. Ornegin, un
Kurdu Tenebrio molitor (Coleoptera) tiiriinde disiler erkeklerden daha giiclii bir

savunmaya ve koyu kutikulaya sahiptir (Prokkola ve ark., 2013).

Parkhas ve arkadaslar1 (2008) Drosophila melanogaster (Diptera) tiirlinde yiiksek ve
algcak populasyonlardan toplanan bireylerde melanizasyon ve su tutma kapasitesi
(desikasyon direnci) arasindaki iligki incelenmis ve elde ettikleri verilere gére koyu
kiitikulaya sahip bireyler a¢ik renkli bireylere gore dnemli Olciide daha yiiksek
desikasyon direnci gdstermistir. Bu veriler de gosteriyor ki kiitikula melanizasyonu
farkli fizyolojik Ozellikler ile iliskili olabilir ve hatta bir uzlast iginde olabilir
(Parkhas ve ark., 2008).

Drosophila melanogaster tiiriiniin iki ayr1 populasyonunda yapilan bagka bir
caligmada ise sicaklik, termoregiilasyon ve immiin yatirim arasindaki iligki
incelenmis ve ¢evre sicakligi artirildiginda immiin savunma sisteminde degisim
gorilmiistiir. Sicaklik artisinin yiikseltilmesi ile immiin savunma sisteminde ve
metabolik oranda bir diislis gozlenmistir. Patojen savunmasi 1lik bir iklimde
gelisirken sicaklik artisi ile termoregiilasyon stratejisini kiitikulada daha az melanin
birikmesi ile bir uzlagi saglanmistir. Arastirmacilar da tilirlin baz1 fizyolojik
parametreleri lizerinde ¢evre sicakliginin etkili oldugunu bildirmistir (Kutch ve ark.,

2014).

Kiiresel 1smnma hem ortalama sicakligi hem de 1s1 dalgalarinin frekans ve siddetinin
artisina neden olmaktadir (Stone ve ark., 2010). Kiiresel iklim degisiklerinin kisa-
yagaml1 bocek gibi hayvan gruplarinda nasil bir etkiye neden olabilecegine iligkin
caligmalar son yillarda hizla yayginlasmaktadir. Ornegin, artan sicaklik bireylerdeki

enzimatik reaksiyonlarin oranini arttiracaktir (Angilletta ve ark., 2010), ancak
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ozellikle ektotermlerde sicakligin enzimatik yolaklar iizerindeki etkilerini tahmin
etmek giictlir (Chaui-Berlinck ve ark., 2004). Bu baglamda Gryllus texensis
(Orthoptera) tiiriiniin neden diisiik sicakliklar1 tercih ettigiyle ilgili olarak yapilan
caligmada; yiiksek sicakliklarda artan immiin sistem aktiviteleriyle maksimum lireme
ciktilar1 arasindaki maliyet uzlasisinin tercihte etkili oldugu bildirilmistir (Adamo ve
Lovett, 2011). Yin ve arkadaslarinin (2015) yayimnladiklar1 bir ¢alismada yetiskin
Saccharosydne procerus (Hemiptera) bireylerinde renk morfolojisinde ortaya ¢ikan
sicakliga bagh cesitlilikler {izerinde bir arastrma yapilmis ve ¢evresel sicaklik ile
melanizm ve PO aktivitesi arasindaki bag incelenmistir. Elde ettikleri sonuglar; farkli
sicakliklar altinda olusan melanik degisiklikler ve melanizm olusumu bu tiir i¢in
termal melanin hipotezinde bilinen kaliplarin tam tersi bir sonug¢ sunmustur. Termal
melanin hipotezi oldukca bilinen ve kabul edilen sekliyle; soguk cevrede bireyin
istnmak i¢cin daha c¢ok 1s1 absorbe etmesi ile bireyin daha melanik olacagmni ileri
siiren bir hipotezdir (Cerenius ve Soderhall, 2004). Fakat termal melanin hipotezi
melaniklesmenin sebebini sadece tek yonlii aciklayamaz, ¢iinkii melanizasyon
mekanizmasi bdcek bagisikliginda olduk¢a karmasik bir yolaktir. Yin ve
arkadaslarinin  (2015) bulgularina gore melanizm igin evrensel bir genelleme
yapilamayacag1 ve viicut rengi evrimini bir¢ok ekolojik faktoriin tetikleyebilecegi

sOylenebilir.

A. socius (Gryllidae) tiiriinde sperm transferi diginin immiin fonksiyonunu azaltici
yonde etki yaptig1 ve bunun da disi i¢in bir lireme yatiriminin baslangi¢ sinyali
olarak is gordiigii bildirilmistir (Fedorka ve Sevgili, 2014). Ciinkii, iireme aktivitesi
zaman, enerji ve kaynaklar agisindan disi i¢in en maliyetli olanidir (Harshman ve
Zera, 2007). Bu nedenle erkek bireyler de es se¢iminde saglikli bireyleri tercih etme
egilimi gostermektedir (Wittman ve Fedorka, 2015). Hamilton ve Zuk (1982) disinin
temel tercihlerine dayanan sekonder eseysel karakterlerin (Ornegin; cazip renklenme,
ses sinyalleri olusturma vs.) erkegin saglhigmni ve ilireme potansiyelini ortaya
koydugunu ve parazitlerden etkilenebilir oldugunu ileri siirmiistiir. Disiler bu nedenle
dolayli olarak patojenlere karsi daha direngli erkekleri secebilir. Bir¢ok calisma
Hamilton ve Zuk (1982) tarafindan One ¢ikarilan "immiin yeterlilik handikap
hipotezini" desteklemektedir. Bu hipoteze gore eseysel 6zellikleri karakterize eden

ifadeler ile bagisiklik fonksiyonu arasinda bir degis tokus olmasi gerektigini ve bu
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nedenle de immiin parametrelerin farkli ekolojik kosullarda, veya farkli popiilasyon
yogunlugu, esey orani gibi durumlarda degisebileceginin altin1 ¢izer. Rantala ve
Kortet (2003), kur yapmaya yonelik ¢agri sesi ve immiin fonksiyonlar arasindaki
iliskiyi Gryllus bimaculatus (Ortoptera) lizerinde incelemis ve kur sesinin 6zellikleri
ve yiiksek frekans siiresi ile enkapsiilasyon (hiicresel yanit) arasinda pozitif iliski
oldugu saptamisken, LY (humoral yanit) ile negatif iligkili oldugunu bildirmislerdir.
Buna ek olarak sesin siiresi enkapsiilasyon ile negatif, LY ile pozitif iligkili olarak
bulunmustur. Ayrica ¢aligma sonuglarina gore enkapsiilasyon ve LY birbirleri ile
negatif iligkilidir. Bu da kur sarkisi ile immiin fonksiyonlarm bir uzlasi i¢inde

olduguna isaret etmektedir.

Diger taraftan, patojen aktivitesinin sicaklikla degisebilecegi diisiiniildiigiinde;
immiin sistem aktivitesi ile lireme ¢iktilarinin sicakligin yiikselmesi ile birlikte artig
gostermesi ya da bu iki parametre arasindaki ayrigmanin oldugu durumlarda ilgili
bocegin nasil bir habitati tercih etmesi gerektigi evrimsel siirecte sekillenmis
olacaktir (Adamo ve Lovet, 2011). Genel olarak boceklerde, immiin sistemdeki
degisimler disinin lireme potansiyelinde azalmaya yol agmaktadir (Reaney ve Knell,
2010). Ciinkii, immiin tepkiler bir enerji girdisine ihtiya¢ duyar ve fizyolojik olarak
maliyetlidir (Ornek: Ardia ve ark., 2012). Yine sicaklifa bagli immiin yatirim,
melanik bireylerin iireme ve hayatta kalma basarisi, viicut biiyiikliigii ve kanat
uzunlugu gelisiminin immiin parametrelerle iligkileri ve genetik esneklige
(plastisitiye) c¢evre sicakliginin etkileri, Allonemobius socius (Gryllidae) tiirii
iizerinde yapilan caligmalarda gosterilmistir (Fedorka ve Mousseau, 2007;

Winterhalter ve Mousseau, 2007; Fedorka ve ark, 2013).

Davranigsal olarak sicaklik diizenleme daha c¢ok Grillid ¢ekirge tiirlerinde
calistimistir (Ornek: Gryllus bimaculatus, Vanwyk ve Ferguson, 1995; Acheta
domesticus, Adamo, 1998; Gryllus integer, Hedrick ve ark., 2002). “Isi-
diizenlemesine bagli immiin yatirim” hipotezi (Fedorka ve ark., 2013a, b,
Allonemobius socius) 6zellikle kiiresel iklim degisikliginde beklenen sicaklik artisina
bagli olarak konak¢1 enfeksiyonu ve 6liim oranlar1 veya vektor boceklerin etkinligi
(Sivrisinek-Sitma gibi) a¢isindan merkezi bir roldedir. Bu hipotez holometabol bocek
grubundan Drosophila melanogaster (Diptera) i¢in de dogrulanmistir (Kutch ve ark.,

2014). Buna ek olarak, koyu kutikulaya sahip yiiksek rakimlarda yasayan D.
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melanogaster bireyleri kurumaya kars1 daha biiylik direng gostermislerdir (Parkash

ve ark., 2008).

Bakir Kelebegi Lycaena tityrus (Lepidoptera) yiiksek ve algak bolgelerde yasayan
popiilasyonlar1 arasinda gelisim siireleri, sicaklifa direng toleransi ve genetik olarak
varyasyon gosterdikleri bildirilmistir. (Karl ve ark., 2008). Karl ve ark. (2009 ve
2010), yaptiklar1 diger c¢aligmalarda yiliksek rakimlardaki pupalarin algak
kesimlerdekine gore daha melanik olduklarint tespit etmiglerdir. Ancak
enkapsiilasyon orami yiikseklikten etkilenmemistir (Karl ve ark., 2010). Ciinkdi,
kiitikular melanizasyon parazit direnci ile pozitif iliskilidir (Barnes ve Siva-Jothy,
2000). Benzer sekilde, Calopteryx splendens (Odonata) tiiriinde daha koyu kanat
benegi olan erkeklerin daha hizli enkapsiilasyon oranina sahip olduklar1 bildirilmistir

(Rantala ve ark., 2000).

True (2003), calismasinda melanik alleller tizerinde segilim baskis1 olusturan
durumlardan birisinin pradatorleri tarafindan goriilmeme durumu oldugunu
vurgulamigtir. Koyu viicut gizlenmeye uygun pigmentasyonu saglamaktadir.
Ornegin; koyu bir zemin {izerinde dinlenen bir bireyin gdriinmemesi bir
gizlenme/kamuflaj olayidir. En bilinen 6rnegi Biston betularia (Lepidoptera)
ornegidir. Diger melanik formlar mimikri ve aposematizm durumlar1 olup kelebek ve
kinkanathlarda yaygmdir. Aposematiz, boceklerde koyu renkli olma durumu
predatdr i¢in avin lezzetsiz olduguna isaret eder. Bu kisim melanik alleller iizerinde
av-avcl iligskisine dayali gorsel sinyallerin selektif baskilarmin etkisi sonucu olan
polimorfik durumlar1 agiklar (True, 2003). Ancak melanik alleller lizerinde gorsel
olmayan faktorleri igeren secilim mekanizmalari vardir. Bunlardan birisi
termoregiilasyon digeri ise eseysel sec¢ilimdir. Termoregiilasyon, daha koyu
bireylerin ag¢ik renkli bireylere gore daha hizli 1smip sogumasi anlamina gelir. Bu da
daha yiiksek rakimli yerlerde ve kuzey bdlgelerinde yasayan 6zellikle hem gece hem
giindiiz aktif olan bireyler i¢in 6nemli bir avantaj olusturmaktadir. Diger taraftan bir
giive tlirli olan Lymantria monacha (Lepidoptera) iizerinde yapilan caligmada
melanik morflarin acik olanlara gére daha giiclii enkapsiilasyon tepkisine sahip
olduklar1 saptanmistir (Mikkola ve Rantala, 2010). Dolayisiyla endiistriyel melanizm
bagisiklik iizerindeki secilim ile de ilgilidir. Melanizm ve termoregiilasyon iliskisi

farkli taksonlar arasinda uyum giicii yarar1 bakimindan oldukca ilgi ¢ekicidir.
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Ornegin; kelebeklerde kanat melanizmi soguk iklim sartlarnda daha uzun ucus
stiresi ve daha uzun ugus mesafesi ile pozitif iligkilidir. Diger taraftan ugur
bdceklerinde koyu renkli bireyler iireme basarisini arttirmakta ve baharda daha erken
yumurtadan ¢ikmaktadirlar. Egeysel se¢ilim ise pek ¢ok bdcek tiirliniin eseysel olarak
farkli melanik 6rnekler gosterdigini isaret etmektedir. Yani erkek ve disi arasinda
farkli melanik formlar bulunmaktadir. Bu durum hem tiirlin taninmasinda hem de

diginin esey se¢iminde etkili olmaktadir.

Wilson ve arkadaslar1 (2001), Spodoptera littoris larvalari kullanarak yaptiklar1 bir
calismada melanizm ve hastalik direnci arasinda nasil bir iliski oldugunu ve
popiilasyon yogunlugunun immiin parametreler iizerindeki etkisi lizerine bir ¢alisma
yapmuglardir. PO aktivitesi koyu kiitikulaya sahip ve kalabalik popiilasyondaki
bireylerde soluk renkli ve yalniz yetistirilen bireylerden daha ytiksektir. PO aktivitesi
ve melanizasyon arasinda hemolimf, orta bagirsak ve kiitikula dokularinda 6nemli
derecede pozitif iliskili bulunmustur. Hemolimf, orta bagirsak ve kiitikuladaki PO
aktivitesi arasinda pozitif bir iligki saptanmig ve bireyler patojen savunmasi gerekli
olan tiim bdlgelere patojen direnci i¢in yatirim yaparlar. Bu c¢alismada farkli
alanlardaki PO ifadesinin seviyeleri ile fenotip arasinda bir uzlas1 olduguna dair bir
kanit yoktur, fakat bunun olmadigi anlamma gelmez. Hemolimf ve orta bagirsakta
gerceklesen PO aktivitesi olduk¢a maliyetlidir, ancak tek bir bireyden laboratuvar
sartlarnda  hizli  biliyiime ile c¢ogaltilarak populasyon haline getirilmis

populasyonlarda bu maliyet 6denebilir (Wilson ve ark, 2001).

Acheta domesticus tiiriiniin erkek bireyleri tizerinde yapilan bir ¢aligmada yasa bagl
olarak immiin sistemin olgunlasmas1 incelenmis ve nimf donemlerinde hemolimfteki
toplam fenoloksidaz aktivitesi erginlere gore daha diigsiikken hemolimfdeki protein
konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur. Enkapsiilasyon yetenegi ise nimf
donemindeki erkek bireylerde ergin erkek bireylere gore daha yiiksektir. Lizozim
aktivitelerinde ise Onemli bir farklililk goriilmemistir. Bu sonuglara gore

enkapsiilasyon yetenegi toplam PO aktivitesine bagl degildir (Pinera ve ark., 2013).

Shomaker ve arkadaslarinin (2006), Gryllus texensis (Gryllidae) tiirliniin bireyleri
iizerinde yaptiklar1 bir calismada, disi bireylerin iireme i¢in daha yiiksek enerji
yatirimt manipiile edilmis ve bu durumda enfeksiyona karsi miicadelede bir

indirgenme oldugu saptanmistir. Virjin ve giftlesen bireylerden olusan iki grubun
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hemolimfindeki PO ve protein miktarlar1 6l¢iilmiistiir. Elde ettikleri sonuglarda virjin
ve ciftlesen gruplar arasinda PO aktivitesinde onemli bir farklilik gdzlenmezken
virjin bireylerin hemolimfindeki protein miktar ¢iftlesen bireylerin hemolimfindeki
protein miktarma gore onemli derecede yiiksek seviyededir. Fakat hemolimfdeki
protein seviyesi muhtemelen bireyin saglik durumunu yansitmadigi ve muhtemelen
protein miktarindaki bu durumun virjin bireylerde yumurta iiretimi sirasinda olusan
yolk proteininden kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir (Shoemaker ve ark, 2006).
Ancak, bu tez kapsaminda yapilacak olan g¢aligmada kullanilacak tiim bireyler
ciftlesmemis oldugundan, c¢iftlesme statiisiiniin immiin aktiviteler {izerindeki

etkisiyle ilgili bir yargiya varilamayacaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cahsilan Cekirgeye Ait Temel Bilgiler

3.1.1. Poecilimon (Poecilimon) similis similis Retowski, 1889

Poecilimon Fischer, 1853 Palearktik zoocografik bdlgede yayilis gdsteren en biiyilik
barbitistin ¢ali ¢ekirgesi cinsidir (Heller ve ark., 2008). Yaklasik 150 kadar tiirii olan
cinsin yaridan fazlasi llkemizde yayilis gostermekte olup Onemli bir kismi
endemiktir (Eades ve ark., 2015). Kiigiik viicut 6l¢iisiine sahip tiirleri icerse de (P. (s.
str.) minutus Karabag, 1975) baz tiirleri oldukea iridir (Ornek:P.(s. str.) lodosi Harz,
1975). P. (s. str.) similis P. bosphoricus tiir grubu igerisinde bulunan genis yayilisa
sahip bir tiirdiir. Genellikle canli bireylerde renk kahverengimsi sar1 ve yesilimsi
olup, viicut genel olarak dorsal ve yan kisimlarda kiigiik koyu noktalarla kaplhdir.
Erkeklerde viicut uzunlugu yaklagik 14-17 mm, disilerde 16-18 mm arasinda
degismektedir. Kanatlar olduk¢a indirgenmis olup erkeklerde genel olarak ses
olusturma organma doniismiistiir. Erkekler iireme doneminde disilere cagri sesi
iiretirken, disilerde kanatlar koreldigi igin tepki cevabi yoktur. Ureme sistemlerinde
hem poligami hem de poliandri gosterirler. Ciftlesme sirasinda erkekler disilere
spermatofor (spermatofilaks+ampulla) transfer ederler. Yumurtalar uygun ortamlara

(toprak, yaprak dokiintiisii karisimi) ¢iftlesmeden sonra olgunlastikca birakilir.

3.1.2. Tiiriin Yayihs1

Paleraktik zoocografik bolgede olmak {izere Ermenistan’m bir kismi, Giircistan ve
Tiirkiye’de (Karadeniz Bolgesi) yayilis gostermektedir. Tiirkiye’den Ardahan,
Artvin, Trabzon, Giresun, Ordu, Samsun ve Sinop illerinde yayilis1 oldugu hem
yaptigimiz o6n g¢aligmalardan hem de kismen literatiirden (Kaya ve ark., 2012)
bilinmektedir. Tiiriin hem kiy1 bolgelerde hem de yiiksek kesimlerde yayilis1 oldugu
bildirilmistir (Bienko, 1954). Mevcut literatiir kayitlar1 ve yaptigimiz 6n
arastirmalara gore, tiir tipik Karadeniz ikliminin hakim oldugu ve ilgili vejetasyon

yapisini tercih eden bir yayilisa sahip oldugu anlagilmaktadir.
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Sekil 3.1. P. (Poecilimon) similis similis a) erkek,
b) disi. Fotograf: Hasan SEVGILI

3.2. Arazi Calismalan ve Cekirgelerin Bakim

Deneyde kullanilacak P. similis 6rnekleri Ordu ili popiilasyonundan toplanmigtir. Bu
amacla, kiy1 bolgesini temsil edecek 6rnekler Ordu ili Persembe ilgesi Neneli Koyii
civarmmdan toplanmistir (01.06.2014, 65 m, 40° 59' 18N, 37° 46' 52E). Yiiksek dag
popiilasyonunu temsil etmesi amaciyla diger Orneklem Ordu ili Turnalik

Yaylasi’ndan yapilmistir (12.07.2014, 1830 m, 40° 37' 37N, 37° 57' 44E) (Sekil: 3.2.)

Sekil 3.2. Ordu ili kiy1 ve dag populasyonlari i¢in 6rneklem yapilan lokaliteler
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Cizelge 3.1.’de verildigi lizere arazi yapilan kiy1 ve dag lokalitelerinde yillik
ortalama sicaklik farki yaklasik 9 °C’dir (Anonim, 2016). Bu iki farkli lokalitelerde
popiilasyonlarin habitat ve c¢evresel sicaklik farkliliklarindan dolay:r kiitikular

melanizasyon ve immiin aktiviteler agisindan farklilik gosterecegi diisiiniilmiistiir.

Cizelge 3.1. Orneklem yapilan lokalitelere yakin blgelerin yillik sicaklik ¢izelgesi

Kiyr (Efirli civar) Dag (Cambasi yaylasi )
Aylar Min Max Ort Min Max Ort
sicakhk sicakhk sicakhik sicakhk sicakhk sicakhk
1 3.6 10.8 7.2 -9.3 -0.3 -4.8
2 3.8 10.9 7.3 -8.0 1.0 -3.5
3 4.8 11.7 8.2 -4.7 5.1 0.1
4 8.1 15.2 11.6 0.0 11.2 5.6
5 12.1 18.9 15.5 3.6 15.9 9.7
6 16.0 23.7 19.8 5.8 19.3 12.5
7 18.9 26.5 22.7 8.2 23.0 15.6
8 18.9 27.0 22.9 8.0 234 15.7
9 16.1 24.4 20.2 5.1 20.5 12.8
10 12,2 20,1 16,1 1,5 14,4 7,9
11 8,7 16,4 15,2 -2,4 7,6 2,6
12 5,8 13,0 9,4 -6,3 1,8 -2,3

Bu 6rneklemler yapilmadan dnce belirtilen alanlarda 6n gozlemler yapilmis ve tiiriin
son devre nimf dénemi belirlenmistir. Ikinci 6n arazi calismalarinda son deri
degisimlerinin yogun oldugu tarih belirlenmistir. Ornekler yaklasik ayni yas grubu
olacak sekilde yedi yaslarinda (bir haftalik) iken toplanmistir. Bu siire igerisinde
erkek ve disilerin ¢iftlesmedikleri laboratuvar gézlemlerinden de anlasiimaktadir.
Ozellikle disiler ilk bir hafta icerisinde ciftlesmeye ¢ok meyilli degildirler. Bu

sekilde laboratuvar sartlarindan dogabilecek olasi olumsuz etkilerin minimuma
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indirilmesi hedeflenmistir. Ciinkii yaptigimiz 6n ¢alismalarda laboratuvarda
yetistirilen bireylerin daha melanik goriiniime sahip olduklar1 belirlenmistir
(yaymlanmamis veri). Araziden toplanan bireyler kafesler (20x20x16) iginde
birbirine zarar vermeyecek sayida disi ve erkek bireyler ayr1 kafeslerde olacak
sekilde laboratuvara tagimmustir. Bireylerin iizerinden toplandigi ve tercih ettikleri

bitkilerden beslenmeleri amaciyla kafeslere yerlestirilmistir.
3.2.1. Cekirgelerin Laboratuvarda Bakim

Ornekler yaklasik oda sicakliginda laboratuvar ortanunda 24°C +1 sicaklikta 2-3 giin
tutulmustur. Laboratuvara getirilen bireyler esit sayillarda (10’ar adet),
ciftlesmelerinin Onlenmesi amaciyla disi ve erkek bireyler ayri1 olacak sekilde
kafeslere yerlestirilmistir. Kafesler; 20x20x16 cm boyutlarinda, dikddrtgen, 6n ylizii
tamamen cam, yan iki kenarinda 12.5x8 cm boyutlarinda tiille kapatilmis; hava

akigini saglayan pencere seklinde iki agikliga sahiptir.

Tiim bireyler esit miktarda diyete tabi tutulmustur. Ranunculus sp., Urtica dioica,
Rubus sp. bu tiirlin tercih ettigi bitkilerdir. Besin olarak kullanilacak bitkiler i¢
bdlgelerden, insan elinin degmedigi ya da yol kenar1 olmayan yerlerden taze olarak
toplanilmasma dikkat edilmistir. Toplanan bitkiler karisik demetler halinde %
oraninda su ile doldurulmus plastik bardaklara konularak bardagin agiz ¢evresi
kapatilarak kafeslere yerlestirilmistir. Buna ek olarak iyice yikanan marul, salatalik,
elma ve havuc dilimleri bireylerin beslenmesinde ek besin ve su ihtiyacmnin
karsilanmasi amaciyla kullanilmistir (Sevgili ve ark., 2015). Bitkiler su ortaminda
tutularak tazeliginin daha uzun siire korunmasi saglanmistir. Kafeslerdeki bitkiler
diizenli olarak iki giin arayla degistirilerek yenilenmis ve diizenli olarak kafeslerin
temizligi yapilmistir. Bunun disinda kafesler giinliik olarak kontrol edilmis kuruyan
ve azalan besinler tamamlanmigstir. Boylece canlilarin dogal ortamlarindaki beslenme
durumlariyla laboratuar ortamindaki beslenme durumu arasindaki fark minimum

diizeye indirilmesi amaglanmistir.

Bireylerin her biri arka femurlarindan farkli numaralar verilerek etiketlenmistir.

Bireylerin etiketleri giinliik olarak kontrol edilmis; eger diisen varsa ve hangi bireye
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ait oldugu biliniyorsa yeni bir etiketle tekrar etiketleme yapilmis, eger etiketi diisen

birey ve numarasi bilinmiyorsa deney dis1 birakilmistir.
3.3. Hemolimf Cekimi

Araziden toplanan orneklerden 2-3 giin laboratuvarda beslendikten sonra hemolimf
cekimi islemlerine baslanmistir. Hemolimf c¢ekimi yapilmadan Once bireyler
karbondioksit tiipiiyle 10 saniye anestezi edilmis ve bayiltilmistir. Deney dncesinde
yapilan 6n ¢aligmalarda karbondioksit ile bayiltmada optimum tutma siiresi olarak 8-
10 saniyenin yeterli olacagi ve bireyin olumsuz etkilenmeyecegi saptanmistir.
Bayiltilan bireyler 6rnek Stereo Zoom mikroskop altinda yan yatirilmis ve 3.ve 4.
abdomen segmenti arasindan dikkatli bir sekilde mikro siringa (10 pl) ile girilmistir
(Hamilton, Reno, NV, USA) (Fedorka ve ark., 2013; Fedorka ve Sevgili, 2014).
Mikroskoptan bakilarak dikkatli bir sekilde 5 pl hemolimf g¢ekilmistir. Cekilen
hemolimf daha 6nceden hazirlanan 17 ul PBS (pH= 7.4) eklenmis olan ependorf
tiiplerine ilave edilmis ve daha sonra analiz edilmek {izere -18 °C de saklanmustir.
Hemolimf ¢ekimi Oncesinde siringa insect ringer soliisyonu ve %70’lik etil alkol
serilerinden gegirilerek temizlenmis ve bu islem her bireyden hemolimf ¢ekiminden
once ve sonra tekrarlanmigtir. Hemolimf ¢ekiminden sonra enkapsiilasyon islemine

gecilmistir.
3.4. Enkapsiilasyonun Belirlenmesi

Enkapsiilasyon islemi i¢in Onceki caligmalarda siklikla bildirildigi gibi 2 mm
uzunlugunda naylon flament kullanilmistir (Rantala ve Kortet, 2003). Deney 0ncesi
yapilan 6n ¢aligmada naylon filament olarak kullanilan misinanin uygun uzunluk ve
cap durumu belirlenmistir. Misinalar hemolimf igersinde hemositlerin kolayca
tutunabilmelerini kolaylastirmak amaciyla sifir numara zimpara ile hassas bir sekilde
hafifce zimparalanmistir. 0.40 mm ¢apindaki bu misinalar Stereo Zoom mikroskobu
altinda milimetrik kagit iizerinde dikkatli bir sekilde Slgiilerek kesilmistir. Misina
parcalar1 sterilizasyon amaciyla alkolden (%70) gecirilerek kullanilmistir. Misinalar
implant edilmeden 5 dk Once steril bir saat cami {izerine alinarak kurutulmus daha
sonra implant islemi gergeklestirilmistir. Hemolimf ¢ekiminin hemen arkasindan

kesilen misina parcalar1 hemolimf ¢ekimi i¢in ac¢ilmis olan delikten viicut igerisine

24



gonderilmistir. Ayilan bireyler beslenmeleri i¢cin yeniden alindiklar1 kafeslere
birakilmistir. Misina pargalar1 enkapsiilasyon tepkisini 6lgmek amaciyla bireylerin
viicutlar1 i¢inde 24 saat tutulmustur. Deney Oncesi yapilan 6n arastirmada misina
parcalart (2 ve 3 cm halinde) 24, 36 ve 48 saat in vivo ortama birakilmig ve
enkapsiilasyon Ol¢limleri yapilmistir. Buna gore 24 saatlik birakilma siiresinin
enkapsiilasyon tepkisinin dl¢iilmesinde yeterli olacagi kanaatine varilmistir. 24 saatin
sonunda kafeslerden sirasiyla alinan bireyler -18°C’de bir siire tutulmus ve daha
sonra diseksiyon yapilarak misina parcalar1 alinmistir. Cikartilan naylon flamentlerin
diger cisimlerle temasi minimum seviyede tutularak saat cami {izerinde kuruyana
kadar bekletilmis ve daha sonra bireyin etiket numarasi iizerine yazilmig 0.60 ml’lik
eppendorf tiiplerine alimmistir. Her bir misina pargasi yaninda kontrol olarak
hazirlanmis 2 mm’lik misina ile birlikte Dijital mikroskop (Dino-Lite Digital
Microscope, AnMo Electronics Corporation) ile fotograflanip Image] programi

(NIH, http://rsbweb.nih.gov) ile bireyin melanizasyon yetenegi Olgiilmek {izere

saklanmistir.

Sekil 3.3. Enkapsiile olmus naylon filament 6rnegi (sagda) ve
kontrol i¢in kullanilan filament (solda).

Bu program fotografin her bir kesimindeki siyah ve beyaz piksel degerlerini
karsilagtirma islemi (greyscale degeri olarak) yapabilmektedir. Bu deger 0 ile
(tamamen karanlik) 255 (tamamen beyaz) arasinda degismektedir (Leman ve ark.,
2009). Fotograflama islemi naylon flamentler 2 oraninda milimetrik kagitla kaph
petri kutusu tizerinde tutularak gergeklestirilmistir. Cekim mesafesi ve ortamimn 11k
yogunlugu sabit tutularak ortak degiskenlerin etkilerinin minimuma diigiiriilmesi

hedeflenmistir.
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3. 5. Fenoloksidaz ve Litik Aktivite Ol¢iimleri

Yapilan 6n calismalarda c¢ali c¢ekirgelerinde toplam PO ve LY aktivitenin
Olclilebilmesi i¢cin 5 pl kadar hemolimfin yeterli olabilecegi saptanmistir (Sevgili,
2016). LY aktivitenin Olcililebilmesi icin analiz stogundan daha fazla miktarda
hemolimf+PBS kullanilmas1 gerektigi anlasilmistir. Hemolimfteki toplam protein

miktarinin 6l¢iimiinde az bir miktar yeterli olabilmektedir.

Ikinci adim olarak bireylerin hemolimfindeki total fenoloksidaz aktivitesi
spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir (Bailey, 2011). Fenoloksidaz melanin iiretim
yolaginin ara bir anahtaridir ve melanin olusumu i¢in enzimatik olmayan polimere
edebilen kinon olusumunu katalizler (Soderhall ve Cerenius, 1998). Fenoloksidaz
assay:  Oncelikle ihtiyag duyulan alfa-kimotripsin  (Lot# 060M7007V
Pcode:1001597183) ve L-Dopa (Lot# SLBF6724V Pcode: 1001494564) miktar1
hesaplanarak c¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir 96 kuyucuklu plakaya daha once
cekilen ve -18 °C de saklanan hemolimf+PBS karisgimindan 5 pl konulmustur.
Uzerine 14 pl a-cts oliisyonu eklenerek 20 dk oda sicakliginda (25°C) karanhk bir
ortamda inkiibe edilmistir (Fedorka ve ark., 2013). a-ct soliisyonu: 1 ml distile suda
0.0013 g a-ct ¢ozindiirilmiis ve 5 dk vortekse tabi tutularak hazirlanmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 1 pl PBS icinde 0.0014 g c¢ozdiiriilmiis L-Dopa
soliisyonundan 90 pl fenoloksidaz aktivite dlgililecek olan tiim kuyucuklara eklenerek
mikroplate okuyucuda (Multiscan FC, Therma Scientific) optik yogunlukluklar1
Olciilmiistiir (490 nm filtre ile) (Adamo ve Parsons, 2006; Adamo ve ark., 2011;
Bailey, 2011; Fedorka ve Sevgili, 2014). Olgiimler bir saat boyunca her 20 dk da bir

tekrarlanmustir.

Lizozim aktivitesi fenoloksidaz aktivitesi gibi turbidometrikal olarak Ol¢iilmiistiir
(Bailey, 2011). Bunun i¢in ihtiya¢ duyulan Micrococcus luteus (Lot# SLBD6170V
Pcode: 1001556300) miktar1 hesaplanarak ¢ozelti hazirlanmistir. Micrococcus luteus
hiicre duvar1 siispansiyonu: 1 ml PBS de 0.003 g M. luteus ¢oziindiiriilerek ve
yaklasik 1 dk vortekslenerek hazirlanmistir. Her bir 96 kuyucuklu plakaya daha 6nce
cekilen ve -18 °C de saklanan hemolimf+PBS karisimindan 13 pl konulmustur.
Uzerine 14 ul PBS eklenmistir. Daha sonra 90 ul M.luteus ¢ozeltisi LY aktivitenin
Olctilecegi her bir kuyucuga eklenmistir (Bailey, 2011). LY aktivite 450 nm filtrede
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mikroplate okuyucu yardimiyla Olgiilmiistiir (Adamo ve Parsons, 2006; Adamo ve
ark., 2011). Fenoloksidaz 6l¢iimiinde oldugu gibi 20’ser dakika araliklarla 4 okuma
gerceklestirilmistir.

3.6. Hemolimfteki Protein Konsantrasyonunun Tespiti

Protein konsantrasyonunun belirlenmesinde tipki fenoloksidaz ve LY aktiviteyi
belirlemede kullanildigi gibi hemolimf+PBS karisimi seklinde saklanan ornekler
kullanilarak (1 pl) Bradford yontemi ile belirlenmistir (Adamo, 2004; Fedorka ve
ark.,2013). Albliimin standart egrisi 2000, 1000, 500, 250, 125 mg/ml oraninda
hazirlanmistir. Bu standart ¢ozeltileri okuma yapilacak her 96 kuyucuklu plakada
kullanilmistir. Her bir kuyucuga 1 pul hemolimf, 1ul PBS ve 100 pl Bradford ¢ozeltisi
(SIGMA, B6916) konulmustur. Okuma yapilmadan once plakalar 5 dk inkiibe
edilmistir ve mikroplate okuyucu ile bradford ¢dzeltisinin proteinle baglandiginda
maksimum absorbans degerini verdigi 595 nm de gerceklestirilmistir (Adamo, 2004;

Shoemaker ve ark., 2005; Adamo ve Parsons, 2006).

PO aktivitesi, LY aktivite ve protein analizleri yapilirken hemolimf disindaki
maddelerinin etkisini elimine edebilmek i¢in hemolimf disindaki tiim ¢ozeltilerin
konulmasiyla hazirlanan blank kuyucuklar1 (kontrol gruplar1) olusturularak dl¢iimler
yapilmig ve hesaplama yapilirken hemolimfin gergek degerini elde etmek adma
hemolimfin &l¢tildiigli kuyucuklarin verdigi degerlerden blanklarin bulundugu
kuyucuklarin verdigi degerlerin ortalamalar1 alinarak birbirinden ¢ikartilmis ve daha
sonra istatistik testlere tabi tutulmustur. Kural olarak hemolifteki PO aktivitesi
zamanla dogrusal bir artig gdsterirken, LY aktivite bakteri hiicre duvarlarmimn yikimi
nedeniyle tam tersi bir yol izler (Fedorka ve ark., 2013). LY aktivite OD degerleri
negatif oldugu i¢in, karigikliga meydan vermemek adma pozitif sayiya
donistiiriilmistiir (*-1 negatif deger). Bu durumda en biiylik deger en giiclii litik

aktiviteye sahip anlamindadur.

3.7. Diger Morfolojik Ol¢iimler

Termal cevrenin kiitikula melanizmine etkisi hipotezine yonelik olarak sag ve sol

arka femur rengi, pronotum ve abdomen rengi her iki esey icin iki populasyonda da
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incelenmistir. Her bireyde belirlenen bu viicut boliimleri dijital kamera (Dino-Lite)
kullanilarak fotograflanmistir. Fotograflama islemi, fotograflanacak viicut bdliimleri
%2 oranmnda milimetrik kagitla kapli petri kutusu {izerinde tutularak
gerceklestirilmistir. Cekim mesafesi ve ortamin 151k yogunlugu sabit tutularak ortak
degiskenlerin etkilerin minimuma distiriilmesi hedeflenmistir. Tiim veriler ImageJ
programi kullanilarak analiz edilmistir (Fedorka ve ark., 2005). Ayrica viicut
biiylikliigii ile bazi immiin parametreleri karsilastirabilmek ic¢in arka femur

uzunluklar1 hassas kumpas yardimiyla (Mitutoyo) mm cinsinden 6l¢iilmiistiir.

3.8. istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizlerde R 3.2.1(R Core Team, 2014) ve SPSS kullanildi (IBM
SPSS Statistic, v. 22, 1989-2013). Verilerin normalite testleri Kolmogrov-Smirnov
ve Shapiro-Wilk testleri ile yapilmistir. Normal dagilim gostermeyen toplam PO, LY
aktivite ve hemolimfteki protein konsantrasyonu i¢in “log” transformasyonu,
enkapsiilasyon skorlar1 i¢in “In” transformasyonu tercih edilmistir. Devamlilik igeren
tiim veriler lizerinde boxplot, histogram ve ModifiyeTau teknigi (Thompson, 1935)
ile aykir1 degerler (Outliers) tespit edilmistir. Analizden yaklasik tiim verilerden
toplam 70 civarinda outlier saptanmig ve bunlar analize dahil edilmemistir. Asiri
deger uzaklastirilmasindan sonra verilerin normalite testleri tekrarlanmistir. Kiy1 ve
dag popiilayonlarinin ¢esitli immiin fonksiyonlar ag¢isindan olast etkilesimlerini
anlamak acisindan lokalite farklilig1 baz alinarak, her bir birey i¢in belirlenmis etiket,
her mikroplaka okutulmasmda kullanilan 96 kuyucuklu plaka i¢in 6ngoriilen etiket
ve esey (erkek, disi) faktor ve viicut 6l¢iisii (pronotum/arka sag femur) ise kovaryant
olarak analize dahil edilmistir. Analizde Genellestirilmis Lineer Model (GLM)
kullanilmugtir. immiin fonksiyonlar bagimli degisken olarak analize sokulmustur. LY
aktivitenin viicut Ol¢iisii ile etkilesimi olmadig diisiiniildiigii i¢in bu analizde viicut
Olglisii  parametresi analize dahil edilmemistir. P. similis’te  kutikular
melanizasyonunu anlamak i¢in pronotum, abdominal tergit ve arka femur
dorsalinden 6l¢iim yapilmistir. Toplam (Kombine) melanizasyon bu ii¢ parametrenin
Temel Bilesenler Analizine (PCA) sokulmasi ile elde edilen Regresyon Faktorii
Skorlar1 seklinde hesaplannustir. Immiin fonksiyon verilerinin birbirleri, kiitikiilar
rmelanizasyon ve viicut dlgiileri ile olan iliskilerini anlamak i¢in Stepwise metodu

(Lineer Regresyon) kullanilmistir. Olusturulan modelde ilgili immiin fonskiyonlar
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bagimli degisken olarak analize sokulurken melanizasyon degerleri ve viicut 6l¢iileri
belirleyici degiskenler olarak analize dahil edilmistir. Kiy1 ve dag popiilasyonlarinda
incelenen erkek ve disilerin ilgili parametreler agisindan karsilagtirilmast MANOV A
(GLM-Multivariate ) ile yapilmis ve immiin fonksiyonlar ile eseylerin etkilesimleri
belirlenmeye caligilmistir. Viicut Olgilileri ve kiitikular melanizasyon arasindaki
iligkiler ise Pairwise korelasyonu tercih edilmistir. Standart hata grafikleri ise Excel

ile tasarlanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada kiy1 ve yiliksek dag populasyonlarinin g¢esitli immiin paramatreler ve
kiitikular melanizasyon parametrelerinin karsilastirilmis ve temelde kisa mesafede
“termal melanin hipotezinin esnekligi” aragtirilmistir. Calismada P. similis’e ait kiy1
populasyonundan 7433, 7399, yiiksek dag popiilasyonundan 9033 ve 8999
olmak {izere toplam 326 erkek ve disi bireyden basarilt bir sekilde hemolimf ¢ekimi
yapilmistir. Fenoloksidaz aktivitesi (PO), hemolimfteki protein konsantrasyonu ve
enkapsiilasyon yeteneginin Olclilmesi oldukg¢a basarili olmustur. Ancak litik aktivite
(LY) istenildigi gibi olmamis, bireylerin hemen hemen yarisinda aktivitenin
yeterince bagarili olmadigi goriilmiistir. Bu nedenle litik aktivite (LY)
karsilastirmalarinda 6rneklem sayis1 digerlerine oranla kii¢iik kalmigtir (kiy1; 4033,
3799; dag 404, 302 9). Bunun nedeni biiyiik olasilikla ¢alisma orneginden LY
aktivite icin kullanilan miktar yeterli olmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Ya da
cekilen hemolimf miktarinin (5 pl) biraz daha fazla olmasiyla aktivitenin daha giiclii
bir sekilde dl¢iilerek giderilebilecegi diisiiniilmektedir. Enkapsiilasyon i¢in kullanilan
naylon iplik¢iklerin diseksiyon yapilarak bulunmasi olduk¢a basarili olmustur (%97).
Bu iplik¢iklerin 6lgiimleri de basaril bir sekilde gergeklestirilmistir.

4.1. Kiy1 ve Dag Popiilasyonlarinda Humoral ve Hiicresel Immiin Aktiviteler

Hemolimfteki toplam PO aktivitesi dag popiilasyonunda 6nemli derecede daha
yiiksek bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1). Ancak kiy1 ve dag popiilasyonundaki
PO aktivitesi karsilastirildiginda bir farklilik gozlenmemistir (Cizelge 4.2). PO
aktivitesi alan (kiyi-dag aywrmadan) farkliligindan etkilenmemistir. Ancak Tukey
testi kiyidaki erkek ve disilerin her ikisinin de dag popiilasyonundaki erkeklerin ve
digilerden 6nemli diizeyde farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2). LY
aktivite kiy1 ve dag popiilasyonunda oldukca benzer olsa da (Sekil 4.3) esey farklilig
her iki popiilasyonda da dikkate alindiginda LY aktiviteyi etkiledigi gortilmiistiir. LY
aktivite kiy1 ve dag popiilasyonlarmin her ikisini de i¢ine alan esey farkliligindan
etkilenmistir (Cizelge 4.1). Kiy1 popiilasyonundaki erkeklerin hemolimfindeki LY
aktivite disilerinkinden 6nemli derece farklilik gosterdigi anlasilmistir (Cizelge 4.2,
Sekil 4.4). Kiy1 disi popiilasyonu ise ayni zamanda dag popiilasyonundaki her iki
eseyden anlamli diizeyde daha az LY aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge
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4.4). Dag popiilasyonundaki eseyler arasindaki farklilik istatistiksel agcidan onemli
olmasa da dag populasyonundaki disi kiy1 popiilasyonundaki disiden daha fazla LY
aktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2, Sekil 4.4). Hemolimfteki protein
konsantrasyonu iki farkli popiilasyonda olduk¢a benzer olup (Sekil 4.5), esey
farkliliginin bu konsantrasyonu etkiledigi saptanmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.6).
Bireylerin viicut biiyiikliikleri cok az da olsa protein miktarimi etkilemistir. Kiy1 disi
popiilasyonu kiy1 erkek ve dag disi popiilasyonundan belirgin diizeyde daha az
proteine sahip oldugu saptanmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.6).
Cizelge 4.1. Farkhi yiikseklige sahip cevre ve eseyin bagisiklik ve melanizasyon
iizerindeki rolleri (Generalized Linear Model (GLM) ile bireyler, lokalite
ve esey faktorii, viicut Olciisii kovaryant olarak analize dahil edildi Toplam
melanizasyon skoru, Temel Bilesenler Analizi (PCA) ile olusturulan tek bir
sentetik faktorle pronotum, abdomen ve sag arka femurdan elde edilen
veriler birlestirilerek melanizasyon oOl¢iimlerinden elde edilen veriler

birlestirilerek melanizasyon oOl¢limlerinden elde edilen regresyon faktor
skoru tizerine yapilan modelle belirlendi (Fedorka ve ark., 2013)

Parametreler SE Waldx” df P
Etkilenen degisken= Toplam PO

Model 0.308 25.31 1 <0.001
Lokalite (K1y1) 0.049 87.48 1 <0.001
Esey (Erkek) 0.062 0.62 1 0.432
Pronotum/Arka femur 1.051 0.39 1 0.533
Etkilenen degisken= Litik Aktivite

Model 0.059 1109.02 1 <0.001
Lokalite (K1y1) 0.064 0.18 1 0.675
Esey (Erkek) 0.064 6.03 1 0.014
Etkilenen degisken= Protein

Model 0.066 157.03 1 <0.001
Lokalite (K1y1) 0.010 2.11 1 0.147
Esey (Erkek) 0.013 23.33 1 <0.001
Pronotum/Arka femur 0.022 3.69 1 0.055
Etkilenen degisken= Melanizasyon

Model 0.463 30.83 1 <0.001
Lokalite (K1y1) 0.073 416.74 1 <0.001
Esey (Erkek) 0.094 36.49 1 <0.001
Pronotum/Arka femur 1.576 14.75 1 <0.001
Etkilenen degisken=

Enkapsiilasyon

Model 0.102 2114.00 1 <0.001
Lokalite (K1y1) 0.017 69.11 1 <0.001
Esey (Erkek) 0.021 17.84 1 <0.001
Pronotum/Arka femur 0.348 6.85 1 <0,001
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Cizelge 4.2. Kiy1 ve dag popiilasyonundaki erkek ve disiler arasmndaki immiin
farkliliklarimi gérmek icin Tukey testi (MANOVA) kullamldi. PO, LY,
protein konsantrasyonu ve enkapsiilasyon bagimli degisken ve eseyler
faktor olarak analize sokuldu (Kiyi; Erkek: 32, Disi: 28; Dag; Erkek: 31,
Disi: 19/kE= Kiy1 Erkek, kD= Kiy1 Disi, dE= Dag Erkek, dD= Dag Disi).

Degiskenler Mean Square Df F p
(Model)
Toplam PO 2.29 3 14.81 <0.001
Litik Aktivite 1.11 3 14.81 <0.001
Protein 0.05 3 7.32 <0.001
Enkapsiilasyon 0.21 3 15.26 <0.001
Tukey Testi
Toplam PO
kE kD yE Yd
kE - 0.941 <0.001 <0.001
kD 0.941 -- <0.001 <0.001
yE <0.001 <0.001 -- 0.999
yD <0.001 <0.001 0.999 --
Litik Aktivite
kE - <0.001 0.263 0.470
kD <0.001 - 0.025 0.044
yE 0.263 0.025 -- 0.999
yD 0.470 0.044 0.999 --
Protein
kE -- <0.001 0.426 0.283
kD <0.001 - 0.014 0.109
yE 0.406 0.014 -- 0.973
yD 0.283 0.109 0.973 --
Enkapsiilasyon
kE - 0.011 0.018 0.043
kD 0.011 -- <0.001 <0.001
yE 0.018 <0.001 - 1.000
yD 0.043 <0.001 1.000 -
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Sekil 4.1. K1y1 ve dag populasyonlardaki toplam PO aktivitesi
(Ttim disi ve erkekler dahil)
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Sekil 4.2. K1y1 ve dag populasyonlardaki disi ve erkek bireylerin Sl¢iilen
PO aktivite sonuglar1
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Sekil 4.3. Kiy1 ve dag populasyonlardaki toplam LY aktivitesi
(Ttim disi ve erkekler dahil)
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Sekil 4.4. Kiy1 ve dag popiilasyonlarindaki disi ve erkek bireylerin 6l¢iilen
LY aktivite sonuglar
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Sekil 4.5. Kiy1 ve daha populasyonlardaki bireylerin hemolimfinde
olciilen protein konsantrasyonu (Tiim disi ve erkekler

dahil)
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Sekil 4.6. Kiy1 ve dag populasyonlarindaki farkli eseylerin hemolimfinden
olciilen protein konsantrasyonu

Bireylerin  hemolimfindeki  hemositlerin  aktivitelerinin ~ bircok  faktdrden
etkilenebilecegi saptanmistir. Daha yiiksek bolgede yayilis gosteren popiilasyonun
daha yiiksek enkapsiilasyon yetenegine sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil
4.7). Enkapsiilasyon ayni zamanda her iki popiilasyondaki esey farkliligindan ve
viicut biiyiikliigiinden de etkilenmigstir. Kiyidaki erkek ve disi popiilasyonunun her iki
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popiilasyondaki diger eseylerden farkli enkapsiilasyon yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. Ancak dag popiilasyonundaki erkek ve disilerin birbirlerinden farkl

enkapsiilasyon yetenegine sahip olmadiklari saptanmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. Kiy1 ve dag populasyonlardaki toplam enkapsiilasyon
yetenegi (Tiim disi ve erkekler dahil)
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Sekil 4.8. Kiy1 ve dag populasyonlarindaki disi ve erkek bireylerin dlgiilen
enkapsiilasyon yetenegi sonuglari
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4.2. Toplam Kiitikular Melanizasyon

Pronotum, abdominal tergit ve arka femur dorsalinden o6lgiilen kutikular
melanizasyon icin PCA ile belirlenen kombine melanizasyon kiy1 ve dag
popiilasyonunda karsilastirilmis ve beklenilenin aksine belirgin bir sekilde kiy1
popiilasyonunda daha yiiksek oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.9). Kurulan
istatistiksel modele gore her iki popiilasyondaki melanizasyon farkliligini esey
farklilig1 ve viicut biiyiikliikkleri de belirlemistir (Cizelge 4.1). Bu farklilig1 ortaya
cikaran asil nedenin pronotal melanizasyonun dag popiilasyonunda kiy1
popiilasyonuna gore her iki esey icin de oldukea kiiciik diizeyde olmas1 belirlemistir
(Cizelge 4.3, Sekil 4.10). Ancak toplam melanizasyonu skorunun dag
popiilasyonunda eseyler arasinda farkli olmadigi saptanmstir (Cizelge 4.3). Pronotal
melanizasyon her iki popiilasyondaki tiim eseyler arasinda dnemli derecede farklilik
gostermistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.10). Abdominal melanizasyon bakimindan kiy1
erkek popiilasyonunun diger eseylerin tamamindan daha yiiksek skorda oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.3). Diger parametreler arasinda her iki popiilasyonda bir
farkliligin olmadig1 anlagilmistir. Yapilan analiz arka femur kutikular melanizasyonu
acisindan dag poplilasyonundaki eseylerin kendi aralarindaki durum hari¢ diger
eseyler arasinda 6nemli derecede fark oldugunu bildirmistir (Cizelge 4.3). Kiyidaki
popiilasyon daha melanik femura sahiptir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.9. K1y1 ve dag populasyonlar1 arasindaki kiitikular melanizasyonun gdsterimi
(Ttim disi ve erkekler dahil)
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Cizelge 4.3. Toplam kiitikular melanizasyon ile humoral ve hiicresel immiin
veriler arasindaki iliskiyi gosteren cizelge.

Degiskenler B t P
Toplam PO

Model -3.39 0.001
Enkapsiilasyon 0.219 2.34 0.021
Litik aktivite 0.020 0.22 0.829
Protein -0.038 -0.39 0.699
Toplam PO

Model 3.304 0.001
Pronotal melanizasyon -0.323 -4.171 <0.001
Abdominal melanizasyon 0.020 0.27 0.786
Femoral melanizasyon -0.001 -0.01 0.992
Pronotum uzunlugu 0.166 2.01 0.045
Arkafemur uzunlugu -0.321 -3.30 0.001
Toplam PO

Model -60.46 <0.001
Toplam melanizasyon* -0.389 -6.83 <0.001
Protein

Model 1.25 0.214
Enkapsiilasyon 0.211 2.30 0.024
LY aktivite 0.229 2.50 0.014
PO aktivitesi -0.42 -0.45 0.654
Litik Aktivite

Model -3.73 <0.001
Abdominal melanizasyon 0.213 2.34 0.021
Pronotal melanizasyon -0.027 -0.27 0.786
Femoral melanizasyon -0.166 -1.77 0.079
Arka femur uzunlugu -0.124 -1.36 0.178
Enkapsiilasyon

Model 13.70 <0.001
Pronotal melanizasyon -0.421 -6.35 <0.001
Abdominal melanizasyon 0.170 2.56 0.011
Femoral melanizasyon -0.000 -0.005 0.996

E3

PCA analizinden elde edilen
toplam melanizasyon skoru
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Sekil 4.10. Kiy1 ve dag populasyonlarindaki disi ve erkek bireylerin kiitikular
melanizasyon farkliliklar1

Her iki popiilasyondan elde edilen tiim verilere gore; analizde PO (log) aktivitesi
response (bagimli degisken) olarak girilmistir. LY aktivite (log), hemolimfteki
protein konsantrasyonu (log) ve enkapsiilasyon ise prediktor degisken olarak analize
sokuldu. Stepwise regresyon yontemiyle elde edilen sonuclar soyle. PO aktivitisi
enkapsiilasyon ile pozitif iliski gostermektedir (r= 0,22, tiim parametreler i¢in n=
110). Hemolimfteki protein konsantrasyonunun hem LY aktivite hem de
enkapsiilasyonla pozitif yonde iligkisi oldugu bulunmustur (r= 0,32, n=110).
Enkapsiilasyonun kiitikular melanizasyonla olan iligkisini anlamak i¢in modele
pronotum, abdomen ve arka femurdan alinan melanizasyon degerleri prediktor olarak
girildi (n= 247). Pronotal melanizasyon ile abdominal melanizasyon enkapsiilasyon
ile iligkili bulunmustur (r= 0,38). PO aktivitesi ile viicuttan farkli kisimlardan alinan
kiitikular melanizasyon verileri ve iki temel viicut 6l¢iisii ile olan iliskisi tlizerine
kurulan modelde (n= 229) PO aktivitesinin pronotal melanizasyon ile negatif iligki
gosterdigi ancak pronotum uzunlugu ile pozitif iliski gosterdigi tespit edilmistir.
Diger taraftan femoral ve abdominal melanizasyon ile iligkisi yokken arka femur
uzunlugu ile giiglii bir sekilde negatif iliski saptanmustir (r= 0,50). Analiz PO
aktivitesi ile PCA’dan elde edilen genel melanizasyon arasinda ile gii¢lii bir negatif

iliski ortaya koymustur (r= 0,39, n=264). LY aktivite pronotal, abdominal ve femoral
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melanizasyonlar olan ilskisi arastirilmis ve analize arka femur uzunlugu viicut dlciisii
olarak dahil edilmistir (n= 118). Stepwise analiz iliskiyi en iyi a¢iklayan parametre

olarak abdominal melanizasyonu belirlemistir (r=0,21).

4.3. Immiin Parametreler, Kiitikular Melanizasyon ve Viicut Biiyiikliigii

Arasindaki iliskiler

Hemolimfteki toplam PO aktivitesi ile LY aktivite ve hemolimfteki protein
konsantrasyonu arasinda onemli bir iliski bulunmamistir (Cizelge 4.3). Ancak
enkapsiilasyon yetenegi ile pozitif bir iliski gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4.3).
Daha yiiksek PO aktivitesine sahip bireyler daha yiliksek bir enkapsiilasyon
yetenegine sahiptir. PO aktivitesi ile pronotal ve arka femur uzunlugu arasinda
negatif bir iliski saptanmis (Cizelge 4.3, Sekil 4.11 ), ancak bu iligkinin pronotum
uzunlugu ile pozitif oldugu belirlenmistir. PCA ile elde edilen toplam melanizasyon
skoru ile PO aktivitesi belirgin bir sekilde negatif iliski gosterdigi bulunmustur.
Hemolimfteki protein konsantrasyonunun PO aktivitesi ile herhangi bir iligkisi
yokken, enkapsiilasyon ve LY aktivite ile pozitif yonde bir iligkisi oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.3). LY aktivite sadece abdominal melanizasyon ile pozitif
iliski gostermistir. Viicut biyiikligii ile LY aktivitenin herhangi bir iliskisi
bulunamamistir (Cizelge 4.3). Enkapsiilasyon yetenegi litik aktivite gibi abdominal
melanizasyon ile pozitif bir iligki gostermistir. Enkapsiilasyon yeteneginin PO
aktivitesi gibi gii¢lii bir sekilde pronotal melanizasyon ile ters bir iligkiye sahip

oldugu anlagilmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.11. Kiy1 ve dag populasyonlarindaki bireylerin arka femur uzunlugu ile PO
aktivitelerinin karsilastirilmasi

4. 4. Viicut Olgiileri ve Kiitikular Melanizasyon Arasindaki iliskiler

Her iki popiilasyon birlikte degerlendirildiginde Pairwise analizi pronotum uzunlugu
ile pronotal ve arka femur uzunlugu arasinda pozitif bir iliski oldugunu gdstermistir
(Cizelge 4.4, Sekil 4.12). Pronotal melanizasyon pronotum ve arka femur uzunlugu
ile birlikte abdominal ve femural melanizasyon ile pozitif bir iliskiye sahip oldugu
bulunmustur (Cizelge 4.4). Beklenildigi gibi daha melanik femura sahip bireylerin
daha uzun femura sahip oldugu, ve daha melanik pronotum ve abdomene sahip
oldugu anlagilmistir (Cizelge 4.4). Erkek ve disi bireyler arasindaki viicut biiytikliigii
farki (eseysel dimorfizm) ile PO aktivitesi ve enkapsiilasyon yetenegi arasinda da
iligski saptanmustir. Beklenenin aksine disi bireylerin erkek bireylere gére daha az PO
aktivitesine ve enkapsiilasyon yetenegine sahip oldugu saptanmigtir. Daha iri
erkekler daha az PO aktivitesine ve enkapsiilasyon yetenegine sahiptir (Lineer
regresyon; sirasiyla F= 25, 62; df=134; p<0,001; F=7,03, df=126; p=0,009, bu iligki
oldukga zayiftir). Benzer ancak daha giiclii bir sekilde daha biiyiik disiler daha az PO
aktivitesi ve enkapsiilasyon yetenegine sahip olduklar1 saptanmistir (Lineer

regresyon; sirastyla F= 51, 11, df= 136, p<0,001; = 59,53, df=127, p<0,001).
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Sekil 4.12. Kiy1 ve dag populasyonlarinda dig ve erkek bireylerin pronotum ve arka femur

uzunlugu

Cizelge 4.4. Viicut biiyiikliikleri ile kiitikular melanizasyon arasindaki iligkiler (Pairwise

analizi).
Pronotum  Arka femur Pronotal Abdominal Femoral
uzunlugu uzunlugu Melanizasyo  melanizasyo  melanizasyo
(mm) n n n

Pronotum <0.001 <0.001 0.080 0.219
uzunlugu (mm) (270) (289) (296) (289)
Arka femur <0.001 <0.001 0.327 <0.001
uzunlugu (270) (268) (276) (274)
Pronotal <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Melanizasyon (289) (268) (295) (286)
Abdominal 0.080 0.327 <0.001 <0.001
melanizasyon (296) (276) (295) (292)
Femoral 0.219 <0.001 <0.001 <0.001
melanizasyon (289) (274) (286) (292)

4.4. Kiitikular Melanizasyon ve iki Farklh Populasyondaki Eseyler Arasindaki

Tliskiler

Pronotal melanizasyon tiim eseyler arasinda farklilik gosterdigi anlasilmigtir. Kiy1

popiilasyonu daha melaniktir (Cizelge 4.5). Kiy1 popiilasyonundaki erkek bireylerin

abdominal melanizasyon a¢isindan diger eseylerin tamamindan daha melanik oldugu

bulunmustur. Dag popiilasyonundaki erkek ve disi bireylerin kendi arasindaki durum

hari¢ diger eseylerle belirgin olarak farklilik gosterdigi anlasilmis ve daha agik

renklenmeye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). Toplam melanizasyon dag
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popiilasyonunda eseyler arasinda onemli bir farklilik gostermezken, diger eseyler

arasinda ve popiilasyonlar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu saptanmistur.

Cizelge 4.5. Kiy1 ve dag popiilasyonundaki erkek ve disilerin pronotum, abdomen ve
arka femur kutikular melanizasyonlarna iliskin karsilastrma (Kiyz;
Erkek: 65, Disi: 60; Dag; Erkek: 74, Disi: 79/kE= Kiy1 Erkek, kD= Kiy1
Disi, dE= Dag Erkek, dD= Dag Disi).

Degiskenler Mean df F p
(Dogrulanmig Model) Square
Pronotal melanizasyon 26664.25 3 545.69 <0.001
Abdominal melanizasyon 855.47 3 34.89 <0.001
Femoral melanizasyon 1344.71 3 39.06 <0.001
Kombine melanizasyon 60.44 3 198.09 <0.001
Tukey Testi
Pronotal Melanizasyon
kE kD yE yD
kE -- <0.002 <0.001 <0.001
kD <0.002 -- <0.001 <0.001
yE <0.001 <0.001 -- <0.001
yD <0.001 <0.001 <0.001 --
Abdominal Melanizasyon
kE -- <0.001 <0.001 <0.001
kD <0.001 -- 0.982 0.945
yE <0.001 0.982 - 0.756
yD <0.001 0.945 0.756 -
Femoral Melanizasyon
kE -- 0.001 <0.001 <0.001
kD 0.001 -- <0.001 <0.001
yE <0.001 <0.001 -- 0.901
yD <0.001 <0.001 0.901 --
Kombine Melanizasyon
kE -- <0.001 <0.001 <0.001
kD <0.001 -- <0.001 <0.001
yE <0.001 <0.001 -- 0.604
yD <0.001 <0.001 0.604 --
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5. TARTISMA VE SONUC

Termal melanin hipotezi biiyilk viicutlu veya daha soguk c¢evreden gelen
ektotermlerin sicak ¢evreden gelen emsallerine gore daha koyu kutikulaya sahip
olduklarini iddia eder (Majerus, 2000; Trullas ve ark., 2007; Kutch ve ark., 2014).
Kiitikula renklenmesindeki termal modifikasyon genetik korelasyonun bir sonucu
olarak melanin temelli bagigiklig1 etkileyecektir. Bu ¢alismada Ordu ilinde yayilis
gosteren Poecilimon similis tiirliniin kiy1 ve yiiksek dag populasyonlarindaki humoral
ve hiicresel immiin aktiviteleri karsilagtirilmis, yliksek dag populasyonlarinda daha
giiclii bir immiin aktivitenin olmas1 gerektigi sorgulanmistir. Elde edilen sonuglar,
termal diizenlemeye bagli immiin yatirim hipotezini bir dereceye kadar desteklerken,
kutikula renklenmesi anlaminda tersi bir durum bulunmustur. Bulgular, PO
aktivitesinin ve enkapsiilasyon yeteneginin yiiksek dag populasyonunda daha yiiksek
oldugunu gosterirken, LY aktivitenin Onemli bir farkliliga sahip olmadigini
gostermistir. Bunun 6tesinde, viicut bilyiikligii (pronotumun arka femur uzunluguna
orani) toplam melanizasyon ve enkapsiilasyon tizerinde etkili olmustur. Arka femur
uzunlugu ile hem PO aktivitesi hem de enkapsiilasyon negatif iliski gostermistir. LY

aktivite viicut biyiikliigiinden etkilenmemistir.

Yapilan ¢alismanin sonuglarina gore toplam PO aktivitesi yliksek dag bolgesinden
toplanan bireylerde kiy1 bolgesinden toplanan bireylere gore daha yliksek
goriilirken; total lizozim aktivitesi tam tersi bir egilim gostermistir. Farkli
sicakliklarda yetistirilen Gryllus texensis bireyleri lizerinde yapilan bir ¢aliymada ise
PO ve LY aktivite birbiriyle pozitif bir iligki gdstermis ve sicaklik artigina paralel
olarak her iki aktivitenin de yiikseldigi gézlenirken bireylerin patojene karsi verdigi
immiin tepkiler soguk ortamda yetistirilen bireylerle karsilastirildiginda daha sicak
ortamda yetistirilenlerde daha giicli bir yanit olusturmustur (Adamo ve Lovett,
2011). Aynt tiiriin kullanildig bir diger ¢calismada da PO ve LY aktivitesi anlamli bir
iliski gosterirken dlen ve hayatta kalan bireyler arasindaki LY aktivite arasinda bir
farklilik goriilmemistir (Adamo, 2004). Bu durumda toplam PO ve LY aktivitesinin
bu tiiriin bireylerinde hastalik direncini hesaplayabilme yetenegi sorgulanmalidir
(Adamo, 2004; Adamo ve Lovett, 2011). Olen ve yasama basaris1 gdsteren bireylerin
LY aktiviteleri arasinda fark olmamasi, LY aktivitenin bagisiklik parametrelerinde

bir Olglit olmakta tek basmna yeterli olmayabilecegini diisiindiirtmektedir.
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Calismamiza benzer hipotezlerle yapilan bu ¢aligmalarin bir kismi termal melanin
hipotezini desteklerken yani LY aktivite i¢in bizim sonug¢larmmizla ters bir sonug
verirken bir kismi da bizim sonuglarimizla paralel olarak LY aktivitenin tek bagina
bir bagisiklik belirleyicisi olamayabilecegine isaret etmektedir. Buna ek olarak PO ve
LY aktivite tiire 6zgii bir immiin yanit da sergileyebilir ve ayn1 zamanda bireylerin
yetistirildigi ortam, beslenme, predatorden ka¢inma ve fiziksel aktivite ile ¢esitlilik

gosterebilir (Berggren, 2010).

Drosophila melanogaster (Diptera) tiirtinde sicakligin termoregiilasyon stratejisi ile
immiin parametreler iizerindeki etkileri incelenmis ve sicak ortamda yetistirilen
bireylerin daha acik kiitikulaya sahip ve daha yiliksek patojen hassasiyetine sahip
oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar da bizim bulgularimizla parallel olarak sunu
gostermektedir: Termal diizenleme stratejisi ile bagisiklik arasinda pozitif bir iliski

vardir (Kutch ve ark., 2014).

Yiiksek ve algak bolgedeki populasyonlarda test edilen enkapsiilasyon immiin
yanitinin sonuglaria bakacak olursak; kiyr bolgesindeki bireyler daglik bolgeden
toplanan bireylere gore daha diisiik bir enkapsiilasyon yanit1 gostermistir. Yapilan
bircok calisma bu verilerimizi desteklemektedir (Ornek: Lycaena tityrus, Karl ve
ark., 2010; Allonemobius socius, Fedorka ve ark., 2013). Bu sonuglar farklh
iklimlerde lokal adaptasyonlar oldugunu gosterir yani termal gevre ektodermlerin

patojen direncinde indirek bir rol oynar.

Yapilan bir¢ok caligmada sicaklik ve melanizasyon bireylerin g¢evreyle olan
uyumlari, desikasyon direnci, eseysel secilim, viicut biylikligii ve immiin
parametreler iizerinde etkili oldugu gosterilmistir (Ornek: Trullas ve ark., 2007;

Parkash ve ark., 2008; Kutch ve ark., 2014).

Calisma sonucunda elde ettigimiz bulgulara gore PO aktivitesi hem kiy1 hem de dag
bdlgesindeki populasyonlarda esey farkliligindan etkilenmemistir. LY aktivite ise
yiiksek populasyonda esey farkliligindan etkilenmezken, kiy1 populasyondaki erkek
bireylerde disi bireylere gore daha yiiksek oldugu Olgiilmiistiir. Aymt sekilde
hemolimfteki protein konsantrasyonu ve enkapsiilasyon skoru sadece kiy1

populasyonunda  erkeklerde = daha  yiiksek oldugu  saptanmustir.  Kiy1
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populasyonundaki bu iki immiin parametredeki eseysel farklilik genel beklenti olan
“disilerde immiin tepkilerin erkeklere gore daha giiclii” oldugu seklindeki hipoteze
uygunluk gostermez (bkz. Rolff, 2002; Zuk ve Stoehr, 2002). Bu sonuglar bize farkli
tiirlerde ve farkl ekolojik kosullarda (sicaklik, nem, besin bulunabilirligi, beslenme
tipi, predasyon, populasyon yogunlugu vs.) bagisiklik parametrelerinin genel
beklentilere uygunlugu degistirebilecegine isaret etmektedir. Dolayistyla, bu durum
PO ve LY aktivitesi arasinda bir takas olabilecegini diisiindiirmektedir. Anabrus
simplex (Ortoptera) tiiriiniin bireyleri iizerinde yapilan bir ¢alisma da bu verilerimizi
desteklemektedir (Bailey, 2011). Yiiksek dag populasyonlarinda erkek ve disi
arasinda immiin parametrelerin tamamida herhangi bir farkhilik olmayisi, daha
soguk cevrede yetisen populasyonlarin daha keskin c¢evresel etkenlere maruz
kalmalar1 nedeniyle, biiyiime, termal diizenleme gibi fizyolojik siire¢lerin daha
makul bolgelerdeki (kiy1t) populasyonlardan farkliliklar gosterebilecegi seklinde
yorumlanabilir. Bu durum termal ¢evre farkliligmin bdcek melanizasyonundaki
etkisinin olduk¢a karmasik olduguna isaret eder. Baz1 durumlarda sicak habitatlarda
yasayan bireylerin soguk olanlara gore daha melanik olduguna iligkin bulgular da
vardir (Rajpurohit ve ark., 2008). Hatta tropiklerde ¢ok sayida melanik morflara
rastlamak mimkiindiir (Yin ve ark., 2015). Dolayisiyla bdceklerde viicut
renklenmesini birden fazla ekolojik faktoriin etkiledigini belirtmek gerekir (Wittkopp
ve ark., 2003). Hemideina (Orthoptera: Anostostomidae) tiirleri lizerinde yapilan bir
caligmada; yiiksek dag tiirlerinin algak bolgelerde yayilis gosteren tiirlerden daha az
su kaybi riskiyle karsi karstya oldugu bildirilmistir (King ve Sinclair, 2015). Yani
dag tiirlerinde su kaybi direnci artmakta ve dolayisiyla su kayb1 oran1 azalmaktadir.
Metabolik oran dag tiirlerinde kiyidakilere gore anlamli bir sekilde daha yiliksek
bulunmustur. Soguk iklimlerde yasayan ¢ekirgelerde metabolizmanin arttig1 bir cok
calismada tespit edilmistir (Booth ve Kiddell, 2007). Ciinkii, gelisim sezonunun az
olmas1 ve soguk cevre metabolizmay1 hizlandirir. Ancak metabolizma yiiksek ve
alcak bolgelerde yayilis gosteren benzer diger tiirlerde anlamli degiskenlik
gostermez. Dolayisiyla, fizyolojik parametreler farkli ¢evre kosullarmnin etkisiyle
biyokimyasal yolaklardaki olas1 “takas” durumu populasyonlar arasinda varyasyona

yol agabilmektedir.
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Yine farkli Arthropod tiirlerinde yapilan g¢alismalarda eseyler arasinda immiin
parametrelerde farklilik olup olmadigina bakilmis ve bir¢ok c¢aligma erkeklerin
disilere oranla immiin ag¢idan daha zayif olduklarini ortaya koymussa da bdyle bir
farkin olmadigmni destekleyen calismalarda ortaya koyulmustur. (Disi>Erkek: Ornek:
Gray, 1998; Kurtz ve ark., 2000; Rolff, 2001; Siva-Jothy ve ark., 2001; Rolff, 2002.
Boyle bir iliski yok: Gillespie ve Khachatourains, 1992; Yourth ve ark., 2001;
Rantala ve Roff, 2005; Triggs ve Knell, 2012).

Yaptigimiz ¢aligmanin sonuglarina gore termal melanin hipotezinin aksine algak
bdlgeden toplanan bireylerde kiitikular melanizasyon yiiksek bolgeden toplanan
bireylere gore dnemli derecede daha yiiksek Sl¢tilmiistiir. Bu durum Saccharosydne
procerus (Homoptera) tiirlinde termal melanizmi test etmek icin yapilan bir
caligmada da daha yiiksek bdlgelerden toplanan bireylerde toplam PO aktivitesi daha
yiiksek bulunurken kiitikular melanizasyon bizim bulgularimizla benzer olarak algak
bolgede yasayan bireylerde daha yiiksek bulunmustur (Yin ve ark., 2015). Yukarida
da deginildigi gibi, daha sicak olan tropiklerde ¢ok sayida melanik morflara
rastlamak miimkiindiir (Yin ve ark., 2015). Bu durum termal melanin hipotezinin
melaniklesmenin sebebini sadece tek yonlii olarak agiklayamayacagi anlamina
gelmektedir. Ciinkii melanizasyon mekanizmas1 bdcek bagisikliginda oldukga
karmagik bir yolaktir. Bu tez c¢alismasi sonuglarina gore, daha sicak olan kiy1
bdlgesindeki erkek ve disilerin dag populasyonuna gore daha melanik oldugu ve bu
durumun da Yin ve ark. (2015), bulgularina uyumluluk gosterdigi sdylenebilir.
Ancak, soguk cevrede biiyiitiilen populasyonlarin sicak ¢evredekilere gore daha koyu
kutikulaya sahip olduklar1 yoniinde de bir ¢ok arastrma sonucu vardir (Orn. A.
socius, Fedorka ve ark., 2013; D. melanogaster, Kutch ve ark., 2014). Farkli yasam
dongiileri, metabolik gelisim, baskalasim farkliliklar1 gibi faktorler tiirler veya

gruplar arasinda farkli uyumsal sonuglar ortaya koyabilir.

Elde ettigimiz bulgulara gore her iki popiilasyondaki melanizasyon farkliligini esey
farklilig1 ve viicut biiyiiklikleri de belirlemistir. Bu farklilig1 ortaya ¢ikaran asil
nedenin pronotal melanizasyonun dag popiilasyonunda kiy1 popiilasyonuna gére her
iki esey i¢in de oldukga kiiciik diizeyde olmasi belirlemistir. Buna karsin farkl tiirler

iizerinde yapilan bir¢ok c¢alisma da termal melanin hipotezini desteklemektedir
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(Lycaena tityrus ve Lycaena hippothoe, Fischer ve Karl, 2010; farkli Drosophila
tiirleri, Parkhas ve ark., 2011; Phaulacridium vittatum, Harris ve ark., 2013). Bu
sonuglar bizim bulgularimizla bagdagsmamaktadir ancak abdominal melanizasyon
icin; bireylerin fenotiplerinin ¢evre ile iligkisinden kaynaklaniyor olabilecegini ve
tirlerin farklilagmasmin altinda yatan sebebin adaptif fenotip olabilecegi
diistiniiliiyor. Yani bu farkliligin termal adaptasyon ve mevsimsel zaman baskisi

nedeniyle oldugu diistiniiliiyor (Fischer ve Karl, 2010; Parkhas ve ark., 2011).

Daha soguk bolgelerde yasayan bireylerin daha melanik oldugu ve bunun da
bireylere avantaj sagladigi diisiiniilmektedir. Daha once de ifade edildigi gibi,
melanizasyon ile patojenlere karsi savunmada rol oynayan PO yolagi benzerlik
gosterir. Ornegin, Tenebrio molitor (Coleoptera) tiiriiniin bronz ve melanik
bireylerinin karsilastirildigi bir calismada da melanik bireylerin bronz bireylere gore
daha yiiksek PO aktivitesine sahip oldugu Olclilmiistiir (Armitage ve Siva-Jothy,
2005). Bu sonuglar bizim bulgularimizla értiismemekte ve kiitikula renginin melanin
iiretimine bagli olmasi nedeniyle hemosit i¢inde inaktif formda sunulan PO
enziminin melanizasyonda aktif rol oynadigi bu nedenle de melanizm ve PO
aktivitesi arasinda pozitif bir iliski oldugu ileri siiriilmistiir (Armitage ve Siva-Jothy,
2005). Bu bulgunun aksine Spodoptera littoralis (Lepidoptera) tiiriinde yapilan
benzer bir ¢aligmada da melanik ve melanik olmayan bireyler arasinda PO
aktiviteleri karsilastirilmis ve melanik bireyler melanik olmayan bireylere goére daha
diisiik PO aktivitesine sahip oldugu saptanmistir (Cotter ve ark., 2008). Bu bulgu
bizim ¢aligmamizdaki sonuglarla ortiigmektedir. Bu durum melanizmin genetik bir
bilesen oldugu ve genetik olarak melanizm ile PO aktivitesi ve diger temel fizyolojik
parametreler arasinda bir uzlasmin (trade-off) s6z konusu oldugu seklinde
aciklanmistir (Cotter ve ark., 2008). Benzer sekilde Tenebrio molitor (Coleoptera)
tiriiniin  bireylerinde yapilan bir ¢aligmada da sicaklik artis1 ile enkapsiilasyon
yetenegi azalirken kiitikula melanizminde bir artis goézlenmistir (Prokkola ve ark.,
2013). Bu sonuglarda calismamizla paralel bir iligki gostererek verilerimizi
desteklemektedir. Bu analizler gdsteriyor ki; melanine yapilan yatrimlar yasam
stiresi, morfolojik ve fiziksel yanitlar {izerinde varyasyona yol agabilmektedir
(Prokkola ve ark., 2013). Beslenme veya diyet farkliliklarinin da melanizasyon ve

bagisiklik {izerinde etkili oldugu bildirilmistir (Ornek: Lee ve ark., 2008). Diamond
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ve Kingsolver (2011), Manduca sexta (Lepidoptera) bireyleri lizerinde yaptiklar1 bir
calismada besin kalitesinin biiyiime oranina ve immiin savunma sisteminde etkin bir
roliiniin olup olmadigmi test etmislerdir. Elde ettikleri bulgulara gore, besin kalitesi
yiiksek tutulan populasyonlarda diisiik kaliteli besin ile beslenen populasyonlara
oranla daha yiiksek biiylime orani, melanizasyon ve enkapsiilasyon yetenegine sahip
oldugu bulunmustur. Ancak, protein diyeti tiim immiin fonksiyonlar iizerinde ayn1
etkiyi gostermez. Bu tez c¢alismasinda olasi diyet farkliliklarinin bagisiklik
parametreleri iizerindeki etkisini gidermek igin, tiim bireyler ayni tip besinle
beslenmistir. Malacosoma disstria (Lepidoptera) tiiriinde yapilan bir ¢aligmada
polimorfik melanizmin genetik temeli olup olmadigi arastirilmigs ve elde edilen
sonuglar beslenmenin de melanizasyon {iizerinde etkili olmadigini gdstermistir.
Bulunan sonuglara gore arastirmacilar melanizasyonun genetik temelli de
olabilecegini ileri siirmiistiir (Ethier ve Despland, 2011). Farkli kutikula renklenmesi
ile bagisiklik parametreleri arasinda her hangi bir iligkinin saptanamadig1 bulgular da
vardir. Ornegin, Metrioptera roeseli (Orthoptera) tiiriiniin iki farkli renk morfunda
(kahverengi ve yesil) immiin parametreler karsilastirilmis ve anlamli bir fark
bulunmamistir. Bu durum yesil kutikula renginin olusturulmasinin kahverengi rengin
olusturulmasindan daha maliyetli olabilecegi seklinde yorumlanmistir (Berggren,
2010). Yani farkli renk morflarmin olusumu farkli bireylerde maliyet bakimmdan
degisiklik gosterebilir ve bu da farkli immiin tepkiler arasindaki takas farkliliklarini
ortadan kaldwrabilir. P. similis’te kiy1 ve dag populasyonlar1 arasinda LY aktivitenin
farklilik gdstermemesi hem kutikula renklenmesindeki maaliyetlerden kaynaklanan
uzlasiya hem de viicut biiyiikliigiiniin PO ve enkapsiilasyon ile negative iliskiye sahip
olmasma baglanabilir. Viicut biiylikliigli P. similis’te dag populasyonunda daha
kiigtiktiir. Bu durum Bergman Kurali’na ters bir durum ortaya koymaktadir (bkz.
Poecilimon veluchianus, Eweleit ve Reinhold, 2014). Dag populasyonlarinda PO ve
enkapsiilasyonun yiiksek olmasi bireyler agisindan bir maaliyet olusturmakta, ve bu

durumda LY aktivite kiy1 populasyonu ile hemen hemen ayn1 diizeyde tutulmaktadir.

Kutikular melanizm ile kuruma direnci arasinda da iliski vardir. Hemideina
(Orthoptera: Anostostomidae) tiirleri {lizerinde yapilan bir ¢alismada; yiiksek dag
tiirlerinin ve algcak bolgelerde yayilis gosteren tiirlerden daha az su kaybi riskiyle

kars1 karsiya oldugu bildirilmistir (King ve Sinclair, 2015). Yani dag tiirlerinde su
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kayb1 direnci artmakta ve dolayisiyla su kaybi orani azalmaktadir. Kurakcil
bolgelerde yayilis gosteren boceklerde kutikular su kaybi indirgenmistir. Ancak,
melanik Drosophila morflar1 melanik olmayanlara gore daha c¢ok yiliksek alanlarda
(kuruma riskinin yiiksek oldugu g¢evre) bulunur (Parkash ve ark., 2008b). Ancak
Drosophila’daki model P. similis’e uymamaktadir. Kiy1 bolgesindeki populasyon
yiikksek dag populasyonuna gore daha melaniktir. Bu durum Hemideina maori
tiirlindeki bulguya uygunluk gostermektedir (King ve Sinclair, 2015) ve
melanizasyon-kuruma direnci hipotezine uyum gostermez. Ayni tiire su kaybi
parametreleri eseyler arasinda da farklilik gostermemistir. Bu durumun nedeni
eseyler arasindaki viicut biiyiikliigii oran1 veya baskalasim/yasam siiresi ile ilgili

olabilir (King ve Sinclair, 2015).

Drosophila melanogaster (Diptera) bireyleri ile yapilan bir diger caliymada ise
yabani (8 farkli populasyon) ve laboratuvar ortaminda yetistirilen populasyonlardaki
bireylerin viicut melanizasyonlar1 karsilagtirilmistir. Elde ettikleri sonuglar gosteriyor
ki; yabani populasyonlar daha genis bir melanizasyon cesitliligi géstermistir. Buna
ek olarak daha melanik bireylerin daha yiiksek su tutma direnci, daha uzun ¢iftlesme
stiresi, daha diisiik oranda su kaybetme ve daha yiiksek verimlilige sahip oldugu
gosterilmistir. Bu durum yabani populasyonlardaki esnekligin daha giiclii oldugunu
ileri siirer. Fakat bu sonuglarin esneklik etkisinin yani sira genetik etkilerin de etki
edebilecegini ileri siirer. Viicut melanizasyonundaki yiikseklige bagl degisiklikler
soguk veya daha kuru iklimsel kosullar tarafindan olusturulan se¢ilim baskisina kars1
genetik bir cevabi temsil ediyor olabilir (Parkhas ve ark., 2008). Bu nedenle biz de
caligmamizda kullandigimiz bireyleri habitatlarindan topladiktan hemen sonra
deneylerimizi baglatarak laboratuvar ortaminda meydana gelebilecek, kiitikula
melanizmindeki herhangi bir farkliliga neden olabilecek etkenleri en diisiik seviyeye

indirdik.

Hemideina maori (Ortoptera) tiirliniin  poliformik  bireylerinde  kiitikular
melanizasyon ile immiin savunma saglayici parametreler arasindaki iligki incelenmis
ve kiitikular renklenmenin immiin parametreler {izerinde etkili olmadig1
gosterilmistir (Robb ve ark., 2003). Bizim sonuc¢larimiz da PO aktivitesi kiitikula
melanizmiyle negatif bir iliski gosterirken LY aktiviteyle pozitif bir iliski
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gostermistir. Bu sonuglara gdsteriyor ki kiitikular melanizm ve immiin parametreler
arasindaki iligki her zaman anlamli olmayabilir ve tiire 6zgii bagisiklik yanitinin bir
sonucu da olabilir. Melanizme bagli enkapsiilasyon derecesi bagisiklig1 yansitabilir
ve boceklerde daha ¢ok tercih edilen bir savunma olabilir. Ya da lokal yogunluk
altinda verilen bir cevap olabilecegi ve tam bir bagisiklik yanit1 olmayabilecegi de

diisiiniilebilir (Robb ve ark., 2003).

Bulgularimiz beklenildigi gibi daha melanik femura sahip bireylerin daha uzun
femura sahip oldugu, ve daha melanik pronotum ve abdomen sahip oldugu
anlagilmigtir. Daha iri erkekler daha az PO aktivitesine ve enkapsiilasyon yetenegine
sahiptir. Caglar ve arkadaslar1 (2014), Isophya rizeensis (Orthoptera) tiiriiniin farkli
yiikseltilerdeki populasyonlardan toplanan erkek bireylerin viicut biyiikligi ile
cografik varyasyon arasindaki iligkisini incelemislerdir. Ayni arastirmacilar hem
yiiksek hem algak bdlgelerde su tutma direncinin, nem ve sicakligin viicut biiylikligii
tizerinde etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglar da gdsteriyor ki, bireylerin
fizyolojik ve molekiiler bir takim yolaklar1 arasinda bir uzlast s6z konusudur. Ayrica

bu yolaklar bir¢ok ekolojik faktérden de etkilenmektedir.

5.1. Genel Sonuc:

Bu tezin sonuclar1 genel olarak “yiiksek veya daha soguk bolgelerde yayilis gdsteren
populasyonlarm bazi immiin cevaplarinin daha yiiksek olacagmna” iliskin hipoteze
destek vermektedir. Ancak, bu duruma c¢alismada analiz edilen immiin
parametrelerden LY aktivite uygunluk gostermemistir. Diger taraftan “yiliksek dag
populasyonlarmda PO aktivitesinin yiiksekligi ile cekirgede daha yiiksek bir
melanizasyon” olmasi beklentisi, elde edilen sonuglarla ¢atisma gostermistir. Kiy1
bolgesindeki populasyon yliksek dag populasyonuna gore daha melaniktir. Hipotez
ile ortiismeyen veya tam tersi bulgularin ortaya ¢ikmig olmasi, immiin fonskiyonlar
ile melanizasyon siirecinin bir ¢ok farkli fizyolojik degisiklikler izledigi ve farkli
cevre kosullarina farkli adaptasyonlar olabilecegine isaret etmektedir. Melanizm ile
immiin fonskiyonlar arasindaki farkliliklarin nedeni, melanik pigmentasyonu
etkileyen genler PO gibi bazi immiin cevaplar1 igeren bilesiklerin tiretilmesindeki

roliiniin farkli olabilmesidir (Wittkopp ve Beldade, 2009). Dogal populasyonlarda
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pigmentasyon ile immiin fonksiyon arasindaki ilisgkinin daha iyi anlagilmasi i¢in

immiin sistemin gelisimini etkileyen faktorlerin ¢ok iyi irdelenmesi gerekmektedir.

Sayet kiiresel iklim degisimi nedeniyle gelecekte ortalama sicaklik degerleri
yiikselecek olursa, dogal populasyonlarda daha melanik bireylerin yogunlugunun
artacag1 ve bunun da melanin kaynakli bagisikligin giiclenecegi tahmin edilmektedir
(Yin ve ark., 2015). Ancak, daha once de deginildigi gibi, ¢esitli ekolojik ve
biyolojik faktorlerin etkisi altinda biyolojik siire¢ler arasmda olmasi gereken
uzlaginin yukaridaki beklentinin tersi yoniindeki adaptasyonlara da yol agabilecegini
belirtmek gerekir. Bu konu daha ¢ok konakg¢i-parazit yagam gdsteren bazi gruplar
icin analiz edilmis ve bazi tiirlerin kiiresel 1sinma siirecinde parazit etkinliginin
arttigina isaret edilmistir (Harvell ve ark., 2009). Fakat, termal diizenleme stratejisi
melanin kaynakli bagisiklik ile siki bir iligki icerisinde ise, kiiresel 1sinma siirecinde
vektoriin - immiin  yatirimmin azalmasi nedeniyle sicak bolgelerde vektorel
hastaliklarin yayiliminin artig gosterebilecegi de belirtilmektedir (Kutch ve ark.,

2014).
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