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OZET

Gryllus bimaculatus (ORTHOPTERA: GRYLLIDAE)’un SON NIMFAL VE
ERGIN EVRELERDEKI BAZI DOGAL iMMUN SiSTEM AKTIiVITELERININ
KARSILASTIRILMASI

Dilek ARSLAN

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, 2018
Yiksek Lisans Tezi, 86 s.

Danisman: Prof. Dr. Hasan SEVGILI

Boceklerin immiin sistemleri hiicresel ve humoral olmak tizere iki altgruba ayrilmaktadir.
Immiin fonksiyonlar olduk¢a maliyetli olup, gelisim siiresi, olgunlasma, eseysel davranis ve
iireme gibi diger yasam Oykiisii 6zellikleriyle uzlasida olmasi gerekir. Bu calismada, laboratuvar
sartlarinda Akdeniz ¢ekirgesi, Gryllus bimaculatus’a ait ti¢ kusakta dogal bagisiklik sisteminin
farkli gelisim donemlerinde, (son devre nimf, geng juvenil ergin (3 yas) ve yash ergin (25 yas)
durumu incelenmistir. Boceklerde kutikula melanizmi ve dogal bagisiklik fonksiyonlarinin ortak
fizyolojik yolaklar1 paylasmalar1 nedeniyle, pronotumun ve arka femurun melanizasyonu da
caligilmistir. Hemolimfteki toplam fenoloksidaz miktar1 (FA), litik aktivite (LA-lizozim-benzeri
aktivite), hemolimfteki protein konsantrasyonu (HPK) ve enkapsiilasyon yetenegi (ENK) her bir
gelisim grubu icin belirlenmistir. FA, viicut agirlig1 ve biiyiikliigii ile giiclii ve pozitif bir iliskiye
sahiptir. LA sadece I. kusakta viicut agirligt ve biiyiikliigii ile pozitif iliski gostermistir.
Kutikular melanizasyon gelisim siiresi ile negatif iligkili bulunmustur. HPK viicut agirligi ve
biiylikliigli ile negatif iliski gostermistir. Tiim immiin parametreler ii¢ kusakta farkli oldugu
tespit edilmistir. FA, LA, HPK ve ENK incelenen gelisim gruplar1 arasinda farklilik
gostermistir. Son larval evreden erginlige dogru FA artmis olmasina ragmen, nimflerde HPK
ergin donemlere gore daha yiiksekti, fakat gen¢ ve yash erginlerde farklilik gostermemistir.
Genel olarak, disilerde erkeklere nazaran FA daha yiiksek iken LA, TKM, ENK ve HPK
erkeklerde daha yiiksekti ki bu da eseye 0zgili bazi immiin fonksiyonlar arasindaki uzlagiya
isaret eder. Bdylece, bu calisma sisteminde elde edilen sonuglar farkli kusak, esey ve yas
gruplarinda immiin fonksiyonlarin bazi yasam Oykiisii Ozelliklerinden nasil etkilendigini
anlamak acisindan ¢ikarimlar ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Bagisiklik, Fenoloksidaz, Litik aktivite, Enkapsiilasyon, Protein,
Melanizasyon, Gryllus bimaculatus



ABSTRACT

COMPARISON OF SOME INNATE IMMUNE SYSTEM ACTIVITIES OF Gryllus
bimaculatus (ORTHOPHERE: GRYLLIDAE) IN THE LAST NYMPHAL AND ADULT
STAGES

Dilek ARSLAN

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Molecular Biology And Genetics, 2018
MSc. Thesis, 86p.

Supervisor: Prof. Dr. Hasan SEVGILI

The immun systems of insects are divided into two subdivision: cellular and humoral. Immun functions
are highly costly and they must compromise with other life-history traits such as developmantal stage ,
maturation, sexual behaviour and reproduction. In this study, in laboratory conditions, in three
generations of Mediteranean Field Criket, Gryllus bimaculatus, the status of the innate immune system in
different growth stages ( last nymphal stage, young juvenile adults( 3 days) and late adulthood ( 25 days)
was examined. The pronotum and hind femora melanisation were also studied due to the cuticular
melanisation and their innate immune functions sharing common physiological pathways. Total
haemolymph phenoloxidase activity (PO), lIytic activity (LY), protein concentration of haemolymph
(HPK), and encapsulation ability (ENK) were determined for each developmental groups. FA has a
strong and positive association with body weight and size. LA was positively correlated only with body
weight and size in the 1st generation. Cuticular melanism was found to be negatively associated with the
development time. HPK showed a negative correlation with body weight and size. All immun parameters
were found to be different in three generations. FA, LA, HPK and ENK differed between the examined
development groups. Although FA increased during the period from the late larval to adulthood, HPK in
nymphs was higher than in adult period , but did not differ in young and late adults. In general, while FA
was higher in females compared to males, LA, TKM, ENK and HPK were higher in males, indicating a
compromise between same gender spesific immunological functions. Thus , the results obtained in this
study revealed implications in terms of understanding how immunological are influenced by some life-
history traits in different generations, sexes and age groups.

Key words: Immunity, Phenoloxidase, Lytic activity, Encapsulation, Protein,
Melanization, Gryllus bimaculatus
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AFU: Arka femur uzunlugu
ENK: Enkapsiilasyon
GE: Yeni erginlesen bireyler veya ii¢ giinliik ergin bireyler

GML.: General: Linear Model (Genel Lineer Model)
GS: Gelisim siiresi

HPK: Hemolimfteki Protein Konsantrasyonu
FA: Fenoloksidaz Aktivitesi

KLM: Kutikular melenizasyon

LA: Litik aktivite (Lizozim-benzeri aktivite)
N: Nimfal doneme ait grup

PCA-KM: Temel Bilesenler Analizinden (PCA) elde edilen kutikula koyulugu (melanizasyonu)

skorlar1

PCA-VB: Temel Bilesenler Analizinden (PCA) elde edilen viicut bitylikliigii skorlari
ProFA: Profenoloksidaz

VA: Viicut agirhigi

VB: Viicut biiytikligii

YE: Yash ergin gruplar

ul: Mikrolitre



1. GIRIS

Bocekler tiim hayvan tiirleriyle birlikte ele alindiginda, toplam tiir sayisinin
neredeyse %a’likk kismini olusturmaktadir. Yapilan degerlendirmelere gore de hala
kesfedilmeyi bekleyen ¢ok sayida bocek tiirli yasamaktadir (Mora ve ark., 2011).
Bocekler denizler hari¢ hemen biitlin ekolojik nisleri isgal etmis basarili bir gruptur.
Bu nedenle potansiyel olarak zararli olan genis bir gesitlilikteki mikroorganizma
grubuyla karsi karsiya kalirlar. Diger canlilar gibi bocekler de yasadiklar1 ¢evrede
bulunan birgok patojen, parazit ve isgalcinin baskisi altinda yasarlar. Boceklerin
yasadiklar1 habitatlar arasindaki farkliliklarin veya yeni habitatlara adaptasyonun
bazi immiin sistem aktiviteleri tizerinde etkili oldugu bilinmektedir (Kurtz ve ark.,
2002; Rosengaus ve Reichheld, 2016). Omurgalilarin aksine, bdceklerde bakteri,
fungus, virlis ve daha biiylik patojenlere karsi savunmada sadece dogal bagisiklik
sistemi ile miicade edilir (Hoffmann, 1995; Tsakas ve Marmaras, 2010). Bu savunma
mekanizmalar1 patojenlerin epidermis boyunca viicut boslugu icerisine girip zarar
vermesini Onlemek amaciyla hem fiziksel (kutikula) hem de kimyasal bariyerleri
kapsar (Lemaitre ve Hoffmann, 2007). Bagirsak ve trakeal yapilarin epitelyasi
mikroplarla hiicreler arasindaki direkt temasi onlemek amaciyla kitinize mebran
yapisiyla smirlanmistir. Enfeksiyon icin en uygun yol olan barsakta sindirim
enzimlerinin salgilanmasi, diisiik pH ve reaktif oksijen unsurlarinin iiretimi yoluyla
mikroplarin isgali ve zarart 6nlenir (Tzou ve ark., 2002; Lemaitre ve Hoffmann,
2007). Ancak, patojenler savunmanin onciil hatti1 olan bu fiziksel bariyeleri asarlarsa
barsak hiicreleri mikroplar1 dldiiren antimikrobiyal peptidleri (AMPs) salgilar. Hem
fiziksel hem de kimyasal bariyerler kirildiginda, viicut bosluguna patojenlerin
girmesi ile hiicresel ve humoral bilesenlere sahip immiin reaksiyonlar tetiklenecektir.
Hastaliklara ve patojenlere karst genel savunma fagositoz, melanizasyon,
ekstraseliiler matriks sentezi, yapisici hiicreler, tanima molekiilleri, oksijen ve
nitrojenin reaktif ara {irlinleri, proapoptotik molekiiller, sitokinler ve anti-mikrobiyal
peptidleri kapsar (Nappi ve Vass, 2001; Nappi ve Christensen, 2005; Beckage, 2008;
Tsakas ve Marmaras, 2010). Memelilerdeki dogal bagisikligi tepkilerini de
diizenleyen Drosophila Toll sinyal yolaginin hiicre yiizey reseptoriiniin Gram-pozitif
bakteri veya fungusla indiiksiyonu ile hiicresel bagisiklikla birlikte belirli

antimikrobiyal peptidlerin de tiretimini de baslatmas1 6zellikle Drosophila tizerinden



yapilan ¢aligmalarla aydinlatilmistir (Lemaitre ve Hoffmann, 2007; Valanne ve ark.,
2011). Ancak arthropodlarda, tim bu immiin tepkilerden en 6nemlileri ve en etkin
olanlar1 hi¢ sliphesiz melanogenez, bakteri hiicre duvarlarinin pargalanip yikilmasi
(litik aktivite), isgalci nispeten biiyiik organizmalarin enkapsiilasyonudur (Yourth ve
ark., 2002; Adamo, 2004; Cerenius ve Soderhall, 2004; Nappi ve Christensen, 2005;
Gonzalez-Santoyo ve Cordoba-Aguilar, 2012; Dubovskiy ve ark., 2016). Ozellikle
omurgasiz hayvanlar iizerinde dogal bagisikligin fizyolojik, genetik ve ekolojik
temelleri tizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis ve yapilmaktadir (Beckage, 2008).
Bocekler dogal bagisikligin temellerinin anlasilmasinda ¢ok sayida model organizma
sunmast bakimindan da onemli bir gruptur. Son yillarda, salt dogal bagisikligin
fizyolojisi ve tanimsal 6zelliklerinin ¢alisilmasindan daha ¢ok genetik ve molekiiler
temeli (Felix ve ark., 2012; Douglas, 2014), ekofizyolojisi (Siva-Jothy ve ark., 2005;
Fedorka, 2014) ve yaslanma ile olan iligkisi (Adamo ve ark., 2001; Zerofsky ve ark.,
2005; Horn ve ark., 2014) gibi konulara yogunlasiimustir. Ozellikle insanlarla birlikte
diger organizma gruplarinin bir kisminda, yasamsal siire¢ ve immiin sistem
fonksiyonlar1 arasindaki iliskilerin anlasilmasi, enfeksiyon ve savunma baglaminda

onemli bulgular ortaya koymaktadir (DeVeale ve ark., 2004).

Cok hiicreli organizmalarin 6nemli bir kisminda yaslanma ile birlikte bazi immiin
fonksiyonlarinda fizyolojik bir zayiflama gosterdigi bildirilmektedir (Horn ve ark.,
2014). Ornegin, insanlarda yaslanmayla birlikte ciddi saglik risklerinin ve hastaneye
bagvuru oranlarimin arttigi bilinmektedir (High, 2004). Ancak, bazi g¢alismalarda
ireme donemi ve yashlik karsilastirildiginda dogal bagisiklik sisteminin
aktivasyonunun bazi memeli ve boceklerde arttig1 da bildirilmistir (Zerofsky ve ark.,
2005). Yaslanmayla birlikte immiin sistemle iligkili gen ifadesinde, hiicresel
fonksiyonlarda ve biyokimyasal aktivitelerde fonksiyonel degisimler goriilmektedir

(DeVeale ve ark., 2004)

1.1. Immiin Sistem Aktiviteleri Diger Yasam Opykiisii Ozelliklerine Gore
Degisebilir

Canli, hastalik etmenlerine kars1 miicadele ederken ayni zamanda gelisim ve iireme

gibi diger yasamsal islevlerini de yerine getirme c¢abasi igerisindedir. Yasam Oykiisii

teorisi immiin sistemin canliya olan maliyetinin yiiksek oldugunu ve diger



yagsamsal/uyumsal aktivitelerle bir uzlasi igerisinde olmasi gerektigini savunur (Zuk
ve Stoehr, 2002; Rantala ve Roff, 2005; Schwenke ve ark., 2016). Bagisiklik ve
tireme davranislar1 (Adamo ve ark., 2001; Rolff ve Siva-Jothy, 2003), besin bulma
(Konig ve Schmid-Hempel, 1995) ve 6grenme (Alghamdi ve ark., 2008) arasinda bir
dengeleme s6z konusu oldugu bilinmektedir. Birgok biyotik ve abiyotik
degiskenlerin immiin tepkileri etkiledigi bircok calismayla ortaya konmustur.
Ornegin, sicaklik (Linder ve ark., 2008; Kutch ve ark., 2014), fitofag boceklerde
konukeu bitkinin kalitesi (Vogelweith ve ark., 2011), esey (Zuk ve Stoehr, 2002),
fotoperiyot (Hammerschmidt ve ark., 2012), fizyoloji kondisyon (Gonzalez-Santoyo
ve Cordoba-Aguilar, 2012), gelisim siiresi ve yas (Ryder ve Siva-Jothy, 2001).

Bagisiklik ekolojisi evrimsel biyolojinin en aktif calisilan alanlarindan birisi olup,
ozellikle immiin fonksiyon ve diger yasam ge¢misi 6zellikleri arasindaki uzlasilarin
anlasilmasi agisindan 6nemlidir (Roff, 2002; Zuk ve Stoehr, 2002; Schmid-Hempel,
2003; Malagoli ve Ottaviani, 2014; Martin ve ark., 2014). Immiinolojik yeterlilik
bircok canli icin yasami boyunca gdsterecegi iireme basarisi ve uyumu i¢in en
onemli belirleyici bir faktordiir (Lochmiller ve Deerenberg, 2000). Biiyiime ve
gelisim ile immiin fonksiyonlar arasinda bir uzlasi olmalidir; ¢iinkii temel besin ve
enerji gereksinimleri nedeniyle immiin aktivite ile immiin sistemin etkili bir sekilde
stirdiirtilebilirligi arasindaki iliski organizma i¢in 6nemlidir (Sheldon ve Verhulst,
1996; Lochmiller ve Deerenberg, 2000). Roff (2000) gelisim siiresi ile viicut
biiyiikliigii arasinda siklikla bir iligski olduguna vurgu yapmistir. Boceklerde yasam
gecmisi ile immiin fonksiyonlar arasinda genetik bir uzlasinin olduguna iliskin bazi
deliller bulunmustur. Ornegin, enkapsiilasyon orani ile viicut biiyiikliigii arasinda
fenotipik bir iliski vardir (Rantala ve Roff, 2005). Bir¢ok c¢alisma enkapsiilasyon
yetenegi, hemosit sayisi, fagositoz yetenegi ve litik aktivitenin bdceklerde
kalitilabilir olduguna dikkat ¢ekmistir (Carton ve ark., 1992; Kraaijeveld ve Godfray,
1997; Kurtz ve Sauer, 1999; Ryder ve Siva-Jothy, 2000; Kraaijeveld ve ark., 2001).
Ancak, c¢evresel faktorler (6rn. sicaklik, fotoperiyod gibi) kantitatif genetik yapiy1
degistirebilir ve bu durum da yasam gec¢misi ile immiin 6zellikler anlamli bir sekilde
degiskenlik gosterir (Hammerschmidt ve ark., 2012). Drosophila melanogaster’de
yaslanmayla birlikte hemositlerde fagositik yetenegin azaldigi tespit edilmistir (Horn

ve ark., 2014). Diger taraftan iireme aktiviteleri ile immiin sistem arasinda bir



uzlaginin olmasi gerektigi bircok c¢alismada ortaya konmustur (DeVeale ve ark.,
2004; Simmons ve Roberts, 2005; Lawniczak ve ark., 2007; McNamara ve ark.,
2013). Ureme aktivitelerinin artmasma bir tepki olarak immiin fonksiyonlarmn
azaldig1 ve metabolizmanin immiin degisime tepki olarak yiikseldigi bildirilmistir
(Siva-Jothy ve ark., 2005). Cinki her iki aktivite de maliyeti yiiksek fizyolojik
stirecler igermektedir (Schmid-Hempel, 2003; Siva-Jothy ve ark., 2005; McNamara
ve ark., 2013; Fedorka ve Sevgili, 2014). Bir¢ok ¢alisma boceklerde ergin ve daha
saglikli olan bireylerde hem bagisiklik hem de eseysel secilimli 6zelliklerin her
ikisinin de pozitif iligski gosterdigi bildirilirken (Rantala ve ark., 2003; Simmons ve
ark., 2005), ergin oncesi donem i¢in durum farklidir (McNamara ve ark., 2013).
Deneysel maniiplasyonlar gelisimin son larval veya ergin evresinde tetiklenen
immiin degisiklikler iireme yatirimini azaltirken (Simmons, 2012), bunun tersi olarak
artan lireme yatiriminin indirgenen immiin fonskiyonlara yol agtigini gostermistir
(Kerr ve ark., 2010). Teleogryllus oceanicus’da antibakteriyal immiin aktivite
(lizozim aktivitesi) ile ejakulattaki canli sperm arasinda negatif iliski tespit
edilmigken, diger bir¢ok omurgasiz grubunda bu iliski pozitiftir (Simmons ve
Roberts, 2005). Ancak aymi tiirde hiicresel bagisikligin iki parametresi
(enkapsiilasyon ve hemosit yiikil) arasindaki fenotipik korelasyon pozitif
bulunmustur. Ciinkii, immiin yeterlilik handikap hipotezi erkegin iireme basaris1 i¢in
bagisikligini takas etmesi gerektigine isaret eder (Folstad ve Karter, 1992). Diger
taraftan humoral ve hiicresel bagisiklik aktiviteleri arasinda genetik bir uzlasinin
oldugunu da gostermektedir (Simmons ve Roberts, 2005). Bu ve benzeri arastirmalar
daha ¢ok ergin donem ve lireme sonrasi arastirmalar1 kapsamaktadir. Lestes viridis’te
(Odonata) yeni deri degistirmis yeni erginlesen bireylerde daha olgun bireylere gore
daha yiiksek fenoloksidaz aktivitesi (FA) saptanmis ve bu durum FA’nin kutikulanin
melanizasyon siirecindeki isleviyle aciklanmistir (Rolff, 2001). Larval dénem,
gelisim siiresi ve yasa bagli immiin system aktiviteleri arasindaki bazi iliskiler de
arastirtlmistir (Adamo ve ark., 2001; DeVeale ve ark., 2004; Rantala ve Roff, 2005;
Zerofsky ve ark., 2005; Horn ve ark, 2014).

1.2. Eseysel Dimorfizm ve Bagisiklik

Dogal bagisiklik patojen kaynakli maddeleri tanilayan ve 0zgiin reseptorlerin

kullanildig1 enfeksiyonlara karsi gelismis ilk savunma bariyeridir. Yast ve immiin



sistemi etkileyen molekiiler bilesenler yas ve bagisiklik arasindaki iliskiyi etkileyen
mekanizmalarda gorev alirlar. Omurgali omurgasiz bir ¢ok hayvan tiiriinde erkek ve
disiler arasinda, bagisiklik gibi bazi fizyolojik aktivitelere kars1 farkli enerji yatirimi
oldugu bildirilmistir (Zuk ve McKean, 1996; Nunn ve ark., 2009). Bu baglamda
erkekler i¢in diisiiniilecek olursa, immiin yeterlilik azalirken 6liim riski artacak, diger
taraftan daha uzun Omiirlii olarak da rekabet ettigi diger erkeklere karsi lireme
basaris1 yliksek olacaktir. Omurgalilarda ve omurgasizlarda parazitik enfeksiyonlara
karst hassasiyetin erkeklerde disilere oranla daha yiiksek oldugu ve immiin
tepkilerinin daha zayif oldugu yoniinde ¢ok sayida bulgu vardir (Zuk ve McKean,
1996; Kurtz ve ark., 2000; Sheridan ve ark., 2000; Adamo, 2004). Bateman’in
prensibine gore erkekler ¢iftlesme basarisini arttirma egiliminde iken disiler daha
uzun yasayarak tlireme basarisin1 arttirma yoniinde bir uyum gelistirmislerdir
(Bateman, 1948; Rolff, 2001; 2002). Kisaca birgok hayvan grubunda hem dogal hem
de kazanilmis bagisiklik parametreleri bakimindan immiin tepkiler tipik olarak

erkeklerde disilerden daha diisiik oldugu kabul edilir (Klein ve Flanagan, 2016).

Diger taraftan bir¢ok omurgasiz grubunda oldugu gibi ¢ekirgelerde de disiler genel
olarak erkeklerden daha biiyiik viicut 6lgiilerine sahiptir (Whitman, 2008). Disilerin
erkek tercihinde viicut biiyiikliigii 6nemli parametrelerden birisidir (Simmons, 1986;
Whitman, 2008). Viicut blyiikligi (agirlik veya viicudun pronotum, arka femur
uzunluklar1 gibi Olgiiler) ile immiin aktiviteler arasinda iligkiye bazi ¢aligmalarda
ulasilmisken, herhangi bir iliskiye rastlanmamis ¢alisma sonuglar da vardir (Rantala
ve Kortet, 2003; Rantala ve Roff, 2005; Fedorka ve ark., 2013a; VVogelweith ve ark.,
2013). Viicut biiyiikliigiiniin eseyler arasinda farklilik gostermesi immiin aktiviteler
bakimidan eseyler arasinda bir varyasyona yol agacaktir. Immiin aktiviteler
bakimindan eseysel dimorfizmin daha ¢ok lireme dénemine girmis erginlerde kendini
gosterdigini de burada belirtmek gerekir (Giglio ve ark., 2016). Ciinkii erkek ve
diginin yasam Oykiisii stratejileri farklilik gosterir (Folstad ve Karter, 1992).
Dolayisiyla genel kani disilerin erkeklere gére immiin yatirimlarinin daha yiiksek
olmasi gerektigi yoniindedir (Rolff, 2002). Bazi istisnalar disinda (bkz. Sheridan ve
ark., 2000; Yourth ve ark., 2001; Siva-Jothy ve Thompson, 2002), disi arthropodlar
erkeklere nazaran ¢ok daha etkili immiin fonksiyonlara sahiptir (Kurtz ve ark., 2000;

Rolff 2001; Siva-Jothy ve ark., 2001). Ciftlesen Gryllus texensis disilerinin Serratia



marcescens (S. Marcescens) enfeksiyonuna karsi virjinlere oranla daha duyarl
olmasi immiin fonksiyonlarla iiremenin bu c¢ekirgelerde pozitif iligskili olduguna
isaret eder (Shoemaker ve Adamo, 2007). Toprakta yasayan termit tiirleriyle toprak
iistii odunlarda yasayan termitlerin fenoloksidaz aktiviteleri karsilastirilmis ancak
incelenen dort tiirde de eseyler ve kastlar arasinda herhangi bir farklilik tespit
edilememistir (Rosengaus ve Reichheld, 2016). Bilindigi gibi Gryllus bimaculatus
erkegi, diger bir¢ok cekirge tliriinde oldugu gibi, disilerle ¢iftlesme amagli olarak
cagr1 sesi olusturur ve bu sesin olusturulmasi maliyetli bir istir (Rantala ve Kortet,
2003). Genel olarak eseysel sinyaller ile immiin fonksiyonlar arasinda bir uzlasi
sozkonusudur (Ahtiainen ve ark., 2005). Sekonder eseysel karakterler maliyet igerse
de, disiye sececegi erkegin saglikli ve immiin sistem olarak daha gii¢lii olabilecegine

isaret eder (Folstad ve Karter, 1992).
1.3. Boceklerde Humoral ve Hiicresel Savanma Tipleri
1.3.1. Humoral Bagisikhik

Bakteri, mantar ve virlis gibi istilac1 organizmalar1 tanima aninda antimikrobiyal
peptit sentezi ve salgilanmasi hemolimflerde olur. Peptitler baslica yag doku ve daha
az miktarda da bagirsak, tiikiiriik bezleri, integiiment ve iireme yapilarinda

salgilanmaktadir.
1.3.1.1. Antimikrobiyal Peptitler

Boceklerde 150°den fazla antimikrobiyal peptit (AMPs) izole edilmistir ve hepsi de
karakteristiktir. Bu molekiiller kiigiik (12-50 aa) ve katyonik peptitlerdir. Anyonik

bakterilere ya da mantar zarlarina baglanarak hiicre 6liimiine sebebiyet verirler.
Sekropinler

Bu peptitler gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin her ikisi tarafindan olusan
septik yaralanmalara yanit iiretir ve bu bakterilerin hiicre zarinda protein sentezini

inhibe ederek hiicre ¢ogalmasini etkiler.
Defensinler

Bu peptitler sistein bakimindan zengin peptitlerdir. Defensinler ¢ogunlukla gram-
pozitiflerin hiicre zarindaki peptitlere bir kanal olusturarak hiicre zarinda lizize yol

acar.



Drosomysinler

Drosophila’dan izole edilen bir antifungal ve antimikrobiyal peptittir. Gram-pozitif

bakterileri tanir ve ayrica antifungal aktiviteye sahiptir.
Dipterisinler

Sadece Diptera takimima bagh tiirlerde bulunan bir antimikrobiyal peptit ve gram-

negatif bakterileri tanir ve yanit olusturur.
1.3.1.2. Enzimatik Kaskadlar
1.3.1.2.1. Hemolimf Pihtilasmasi

Bocekler yaralanma durumlarinda viicut sivilarinin kaybini 6nlemek i¢in hemolimf

pihtilagsmasi mekanizmasi gelistirmistir.
1.3.1.2.2. Hemolimf Melanizasyonu

Melanizsayon, melanin olusumuna yol acan yolaklar ile patojenlere kars1 savunmada
genis bir merkezi role sahiptir. Hem yaralarin iyilesmesine katilirken hem de nodiil
ve kapsiil olusumunu saglar. Melanizasyon trozin metobolizmasina baglidir. Kisaca
fenoloksidaz aktivasyonunda 6nemli bir substrat noktasinda trozini dopa doniistiiriir.
Dopa ya dopamin i¢in dopa dekarboksilaz tarafindan dekarboksilatlanmakta ya da
dopa kinon i¢in fenoloksidaz tarafindan okside edilmektedir (Cerenius ve Soderhall,
2004; Tsakas ve Marmaras, 2010).

1.3.1.3. Fenoloksidaz (FA) ve Lizozim Benzeri Aktiviteler (LA)

Boceklerde immiin sistem uzlasilart siklikla iki anahtar parametre iizerinden
arastirilmaktadir: melanin temelli fenoloksidaz aktivitesi (FA) ve antimikrobiyal litik
aktivite (LA) (Adamo ve ark., 2001; Fedorka ve Zuk, 2003; McNamara ve ark.,
2013). FA enzimi boceklerin bagisiklik sisteminin 6nemli bir bileseni olup viicutta
yabanci bir organizma ve patojen tespit edildiginde veya yaralanma oldugunda
hemolimfe salinir. Boceklerde en azindan bir adet FA geni bulunur (Lu ve ark.,
2014). FA pro-fenoloksidaz (proFA) yolag: iizerinden ilerleyerek, enkapsiilasyon,
antimikrobiyal ve melanizasyon aktivitelerinde temel rol {istlenir ve patojen 6limii

gerceklestirilir (Soderhall ve Cerenius, 1998; Sugumaran, 2002; Cerenius ve



Soderhall, 2004; Schwarzenbach ve Ward, 2007). FA ile patojen ve parazitlere karsi

direng gosterme yetisi arasinda bir korelasyon vardir (Rantala ve Roff, 2007).

Boceklerde patojenlere karsi savunmada ve yaralarin iyilesmesinde is goren enzim
yolaklarindan birisi hemolimfin melanizasyonudur (Cerenius ve Soderhall, 2004;
Mavrouli ve ark., 2005; Beckage, 2008; Cerenius ve ark., 2008). Bocek
kutikulasinda, fenoloksidaz enzimi (FA) L-Dopa ve/veya dopaminin melanine
doniismesine Onciiliik etmekte ve sonugta kutikula da koyulasmaktadir (True, 2003).
Ozetle, melanizasyon tirozin metabolizmasina baghdir. Tirozin fenoloksidaz (FA) ile
aktive edilerek dopaya donistiiriiliir. Dopa ya dekarboksilasyon ile (dopa
dekarboksilaz ile Ddc) dopamine veya FA vasitasiyla oksidize olarak dopa-kinona
doniismektedir (Sekil.1.1) (True, 2003; Cerenius ve Soderhall, 2004). Dopamin ve
fenoloksidaz kutikula renklenmesi ve humoral bagisiklik sisteminde birlikte rol
oynarlar. FA enzimleri dogal bagisikliktaki rollerine ek olarak bir¢ok dokunun
pigmentasyon ve skleritizasyonundan da sorumludur. Bu enzimin aktivasyonu bir
seri olaylar ile diizenlenmekte olup, baz1 mikrobiyal iiriinlerin varliginda aktiflesen
proteinaz, mikroorganizmalarla iligkili diger bilesikler ve polisakkaritlere
baglanabilen proteinleri iceren proFA aktivasyon sistemiyle ortaya ¢ikar. Bu sistem
3-1,3-glucanlipopolisakkaridler, peptidoglikanlari baglayan kalip-tanima proteinleri
veya doku yaralanmalar1 ilizerinden iiretilen icsel faktorler gibi diger bilesikler
tarafindan aktive edilir (Nappi ve Christensen, 2005). FA eklembacaklilarda birincil
olarak 6zel hemositler (kristal hiicreleri Rizki ve ark., 1985; Gonzalez-Santoyo ve
Cordoba-Aguilar, 2012; Lu ve ark., 2014), sivrisineklerde ganulositlerde (Hillyer ve
ark., 2003), Drosophila’da kristal hiicrelerde (Eleftherianos ve Revenis, 2011) ve
oengsitoidler (bocek kan hiicresini bir tipi) (Shrestha ve Kim, 2008; Shao ve ark.,
2012) tarafindan tiretilmektedir. Profenoloksidaz (proFA) vezikiillerdek bir zimogen
olarak depo edilir ve plazmaya inaktif proenzim olarak salinir. Plazmadaki proFA
aktif FA enzimi ile aktive edilir. Patojen, parazit veya yaralanmis hiicrelerdeki
hiicresel iiriinler tarafindan uyarilan enzim kaskadi yiriir (Cerenius ve Soderhall,
2004; Gonzalez-Santoyo ve Cordoba-Aguilar, 2012). Son yillarda yapilan
arastirmalar proFA sisteminin zimojenik serin proteinazlar, serin protein homologlari
ve patojen tanima proteinleri tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur (Cerenius

ve ark., 2008; An ve ark., 2013). Melanizasyon siireci PAMPs yoklugunda da



baglatilabilmektedir (Brennan ve Anderson, 2004). ProFA aktivasyon yolagi
memelilerde olmamasina ragmen bu yolak insanlardaki diger proteaz yolaklarina
analogtur (kan pihtilasmasi gibi) (An ve ark., 2013). Arthropodlardaki FA gen sayisi
calisilan tiirlerde oldukca farklilik gostermektedir (Ornek: Aedes aegypti 10, Balarisi
1 gen tagir) (Cerenius ve ark., 2008).

Litik aktivite bakterilere karsi yapilan temel savunma olup, bakteriyal hiicre
duvarindaki peptidoglikanda yer alan B-1,4 bagini hidrolize eder (brennan ve
anderson, 2004). Bocek hemolimfindeki lizozim aktivitesi bireysel hemolimflerdeki
bakteriyal siispansiyonlarin bulanikligimmin 6l¢iilmesiyle tespit edilebilir. FA ve LA
birbirleriyle negatif iliski gosterebilir, bu da immiin tepkilerin kendi i¢lerindeki

faktorler arasinda bir uzlasi olabildigine dikkat ¢eker (Kajla ve ark., 2010).
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Sekil 1.1. Eklembacaklilarda (Arthropoda) Profenoloksidaz (proFA) aktivasyon sistemi
(pro- ppA: Profenoloksidaz-enzimi, detaylar i¢in bkz. Cerenius ve Soderhall,
2004)

1.3.2. Hiicresel Bagisikhik

Hemositler boceklerde fagositoz, nodiilasyon, kapsiillenme ve melanizasyon gibi bir
takim savunma yanitlarindan sorumludur. Bu islemler bagisiksal yanit ve gen
ekspresyonu bakimindan ayridir. Ancak belirli bagisiklik yanitlarinda hemolimfler
bir takim elementlerle ortak ¢alisarak patojenleri temizler (Tsakas ve Marmaras,
2010). A. domesticus erkeklerinden alinan hemolimfte graniilositler, plazmatositler
ve fibroblastlar olmak {izere {i¢ temel tip hemosit oldugu bildirilmis ve en yaygin
hemosit tipinin graniilositler oldugu saptanmistir (da Silva ve ark., 2000). Hemositler

ayrica proFA sentezinin birincil yeri olarak ele alinmakta (Cerenius ve Soderhall,



2004), ancak FA sentezinden sorumlu aktiiel hiicre tipi bocekler arasinda tiirden tiire

degisiklik gostermektedir (Gonzalez-Santoyo ve Cordoba-Aguilar, 2012).
1.3.2.1. Fagozitoz

Fagozitoz, isgalci patojenlerin taninmasi ile baglar, yutulma ve hiicre i¢i imha ile
tamamlanir. Boceklerde fagositoz genellikle hemolimfte dolasan plazmosit ve
graniilositlerle olur. Bir fagositik hiicre tarafindan son derece karmasik yapili bir
mikroorganizmanin alinimi ve fagositoz sirasinda birden fazla ardisik etkilesimleri
gerektiren ve ayrica patojenin yani sira birbirini izleyen sinyal iletim olaylar
stirecidir. Fagositik ylizey reseptorleri uyarildigi zaman hedef hiicrelerle aktive edilir.
Sunu da belirtmek gerekir ki hemosit cevap bakterilerde farklilik gosterir. Ornegin,
Aedes aegypti (A. Aegypti) de hemosit, Escherichia coli (E.coli) de fagositoz,
Manduca Sexta (M.sexta) da melanizasyonla yanit verir (Tsakas ve Marmaras, 2010).
Ayrica farkli bakteriler arasinda fagositozun etkisi ve hizi arasainda da farkliliklar

vardir.
1.3.2.2. Nodulasyon ve Enkapsiilasyon

Nodulasyon olugmasi hemositlerin bir araya toplanip bir grup olusturarak bakteri
hiicrelerini hapsetmesi ile baglar; bu genellikle graniilositler ve hastalik yapan
mikroorganizma hiicrelerinin bir araya gelmesidir (Rantala ve Kortet, 2003).
Gelismis nodulasyon genellikle yag dokusu gibi dokularin hiicre duvarina baglanmis
bir sekilde olur. Boceklerdeki hiicresel bagisikliktaki hastaliklara kars1 nodulasyon
olusmasinda eikosanoidlerin (20 karbonlu yag asitleri) biiyiik bir yer aldig1 degisik
bocek tiirleri ile yapilan caligmalarda ortaya konmustur. Enkapsiilasyon, boceklerde
protozoonlar, nematodlar ve parazitik yumurta ve larvalarin etrafinda Ortiisen
hemosit tabakalarindan olusan kapsiil seklindeki c¢ok hiicreli bir savunma
mekanizmasidir (Gillespie ve ark., 1997; Cotter ve ark., 2004). Bu kapsiillenme
melanizasyona eslik eder. Kapsiil i¢inde parazitler 6zgiil radikal sitotoksik tiretim ile
oldiirtiliir. Enkapsiilasyon ayni zamanda viriislere karsi olan savunmada da is

gormektedir (Washburn ve ark., 1996).

Enkapsiilasyon yetenegi hemeloimfteki toplam FA’nden bagimsizdir (Pinera ve ark.,
2013), dolayisiyla FA ile enkapsiilasyon yetenegi arasinda baz tiirlerde herhangi bir
korelasyona rastlanmamistir (Wilson-Rich ve ark., 2008; Srygley, 2012).
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1.4.  Arastirmanin Hedefleri

Boceklerde diger omurgasizlarda da oldugu gibi patojenlere ve enfeksiyonlara karsi
savunmada, dogal bagisiklik sistemi is gormektedir. Hayati oneme sahip immiin
fonksiyonlarla diger yasamsal faktorler (lireme, ilireme davramisi, farkli gevre
sartlarina adaptasyon vs.) arasinda maliyet nedeniyle uzlasilar olmasi gerektigi
bilinmektedir. Bu uzlasilar i¢in belirgin farkliliklarin kirilgan gelisim basamaklarinda

daha gii¢lii bir sekilde ortaya ¢ikabilecegi diisiiniilmektedir. Bu beklentiye gore;

1. Planlanan c¢alismada model organizma segilen ¢ekirge tiirii G. Bimaculatus’ta
dogal bagisiklik parametrelerinin  (fenoloksidaz -FA ve litik aktivite-LA,
enkapsiilasyon-ENK, hemolimfteki protein konsantrasyonu-HPK), son nimfal donem
(N), tireme Oncesi yeni erginlesen bireyler donemi (GE) ve lireme donemine girmis
nispeten yash bireylerde (YE) ii¢ farkli kusakta karsilagtirilmasi amaglanmistir.
Bircok bdcegin hemolimfinde erginlerde olmayan ve sadece larval donemlerde
goriilen protohemositler bulunur. Bu da nimfal ve ergin donemlerde farkli olarak
hemosit fonksiyonlarinda 6zellesme baglaminda bir farkliligin olmasi gerektigine
isaret eder (Srygley, 2012). Gelisim siiresinin uzun veya kisa olmasi viicut
biiylikliigli parametrelerini etkiler ve bu durumun immiin yeterliligi ne sekilde

etkiledigi arastirma konusudur (Rantala ve Roff, 2005).

2. Elde edilecek veriler ilizerinden immiin sistem parametreleri ile yasamsal diger
ozellikler (6rn. iireme donemi ve Oncesi, yaslanma) arasinda bir uzlaginin olmasi
gerektigi  hipotezi sorgulanacaktir. Ciinkii dogal se¢ilim immiin sistemin
zamanlamas1 ve biiyilikliiglinlin optimizasyonu bakimindan gelisimsel siiregte
bliylime ve diger yasam gecmisi Ozellikleriyle olan uyumu etkilemede rol oynar.
Eseysel secilim lireme donemindeki erkek ve disilerin immiin yeterlilikleri iizerinden

de yiirtiyebilmektedir (Rantala ve Kortet, 2004; Giglio ve ark., 2016).

3. Genel olarak disilerin erkeklerden daha giiglii bir bagisiklik sistemine sahip oldugu
savunulur. Bu c¢alismada erkek ve disilerdeki immiin farkliligin olup olmadigi

tartigilacaktir.

4. Boylece immiin sistem fonksiyonlarinin eseye ve yasa bagl olarak olasi farklilig
irdelenmis olacak ve immiin sistem maliyetine iliskin ¢ikarimlar olacaktir. Bu

bulgular bize hangi immiin fonksiyonun digerine gére daha elastik veya degismez
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olabilecegine iliskin bilgi verecek ve birbirlerine gore olan degis tokuslar/uzlasilar

hakkinda bir degerlendirme yapmamiza olanak saglayacaktir.

5. Yumurtadan ergine uzanan gelisim siiresi bireysel farkliliklar gosterebilmektedir.
Gelisim siiresi farkliliklar1 viicut biiyiikliigii parameterlerini etkiledigi bilinmektedir.
Diger taraftan viicut biiylikliigli veya agirligi ile immiin parametereler arasindaki

iligkiler de bu ¢aligsma kapsami i¢inde degerlendirilmis olacaktir.

6. FA ile bazi immiin aktivitelerin kutikular melanizasyon ile iliskili oldugu
bilidirilmistir (Armitage ve Siva-Jothy, 2005). Ancak, boceklerde gelisim siirecinde
rol alan hormonal diizen ile FA arasinda bir ¢atisma oldugunu belgeleyen ve FA’ni
diizenleyen yolagin ikili roliine dikkat ¢eken arastirma sonuglar1 da vardir (Rolff ve
Siva-Jothy, 2002; Cotter ve ark., 2008). Bu arastirmada ii¢ farkli kusak ve farkli
gelisim donemlerinde kutikular melanizayonun degisimi ve immiin parametreler ile

olan iligkisi de degerlendirilecektir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

Bu c¢alismada kullanilan model organizma Gryllus bimaculatus’un immiin
aktivitelerinin ekolojisi, davranisla iliskisi, evrimi ve kalitimi iizerinde ¢ok sayida
arastirma yapilmustir. Eseye ait sekonder karakterler (renklenme, siislenme gibi)
erkegin saglhigimin bir gostergesi olacak sekilde evrimlesmistir varsayimindan yola
cikarak, G. bimaculatus’un disi bireylerin esey se¢iminde kullandigi erkek cagri
sesinin immiin parametrelerle olan iliskisi arastirilmistir (Rantala ve Kortet, 2003).
Bu amagla immiin sistemin iki énemli parametresi olan ENK ve LA calisilmistir.
Disi gekirgeler yiiksek frekansa sahip ve daha uzun siireli yiiksek frekansli impulslar
tireten erkekleri tercih etmislerdir. Disiler yiiksek ENK yetenegine sahip erkekleri
daha c¢ok tercih etmislerdir. Bu bireylerde ¢agr1 sesi parametreleri ile ENK arasinda
pozitif iliski saptanmisken LA ile negatif iliski bulunmustur. Erkek viicut agirhigi ile
ENK ve LA arasinda herhangi bir iliski saptanmamustir. Patojenlerin enkapsiile
edilebilme yeteneginin kalitsal olduguna dair bir ¢calismada es se¢iminin ¢iftlesme
sarkilarina gore bireylerin secilmesiyle, daha saglikli erkekler secileceginden, ortaya
cikacak yavrularin parazitlere karsi direncini arttirmada fayda sagladigi iddia
edilmistir. Sonug olarak bu g¢alisma disiler tarafindan tercih edilen kur seslerinin

erkek ENK orani ile pozitif korelasyon i¢erdigini ortaya koymustur.

Rantala ve Roff, (2005), tarafindan yapilan ¢alismada; patojenlere karsi yapilan
immiin savunmanin diger yasam ge¢misi 6zellikleriyle iligkili oldugunu iddia edilmis
ve G. bimaculatus’da bagisiklik fonksiyonunun iki 6lgiitii olan viicut biyiikligii
(VB) ve gelisim periyodunu Ol¢iilmiis. Cinsiyetler arasinda anlamli bir fark
bulunmamis fakat gelisim zaman ve vuciit biiyiikliigi arasinda bir korelasyon
bulunmustur. Disi ve erkek bireylerde ENK yetenegi viicut biiyiikligi ve gelisim
zaman ile negatif iliskili iken, LA bu iki 6zellik ile pozitif iligki oldugu tespit
edilmistir. ENK yetenegi ve LA arasinda negatif iliski bulunmustur. Bu sonuglar tek
bir parametrenin bagisiklik savunmasi igin yeterli olmadigimin ve bagisiklik
fonksiyonlarinin farkli tipleri ve yasam ge¢misi Ozellikleri arasindaki iliskinin
anlasilabilmesi i¢in, bu 6zelliklerin daha kapsamli fizyolojik temelli olacak sekilde
analiz edilmesi gerektigi seklinde yorumlanmistir. Bu ¢alisma enkapsiilasyon ile

viicut biiyiikliigii arasindaki fenotipik dengeye dayali hipotezi desteklemistir. Ayrica
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iki bagisiklik parametresi arasinda (ENK yetenegi ve LA) negatif yonde degis tokus
olabilecegini gostermektedir ve bu sonuglarin dnceki ¢alismalardan Moret ve Schmid

Hempel, (2001)’in bulgulari ile tutarlilik gosterdigi bildirilmistir.

Uyarilabilir bagisiklik savunmasi, gelecekte beklenen parazitizmin riskini en aza
indirgemek icin organizmalara maliyetli bagisikligin duruma bagl artisina izin
verebilir. Yiikseltilmis bagisiklik aktivitesinin temel maliyeti, diger uyuma iliskin
Ozelliklerin azalmasinin yani sira immiinopatoloji riskinin artisina neden olabilir. Bu
bakis agisiyla Jacot ve ark., (2005) erkek Gryllus campestris circir boceklerinde
deneysel olarak bagisiklik {iizerine nimflerin, bagisiklik sistemlerinin aktive
olmasmin kosula bagh etkisini ve yetiskinlik siirecinde fizyolojik kosullarim
arastirmiglardir. Bakteriyel lipopolisakkaritlerin nimfal enjeksiyonu takiben yetiskin
erkeklerde 6nemli derecede bagisikligin artis gosterdigini saptamislardir. Bu bireyler
iki ana bagisiklik parametresinin (hemolimfteki antibakteriyal aktivite ve
profenoloksidaz (proFA)  konsantrasyonu diizeylerinde belirgin olarak artig
oldugunu gostermislerdir. Aktif enzim olan fenoloksidaz (FA) artmamigken, sadece
inaktif proenzim proFA'nun stratejik uzun donemde artis1 gozlemlenmistir. Nimfal
bagisiklik yetersizligi, yetiskin hemolimf protein yiikiinde bir azalmaya neden olmus
ve bu durum genel metabolik kosullarda uzun siireli bir diisiise neden oldugu ileri
sriilmiistir. Nimfal donemde besin bulunabilirligi, yetigkin lizozim aktivitesini
pozitif yonde etkilerken, FA ve proFA konsantrasyonlar: etkilenmemistir.
Arastiricilar sonucu enfeksiyonlara karsi cevapta uzun soluklu bir direncin ileri
yaglarda olabilecek hastaliklara karsi olusacak direnci arttirmaya yonelik olarak,

omurgasizlardaki yaygin bir stratejiye isaret ettigi seklinde yorumlamistir.

Mevsime bagli ortamlarda yasayan organizmalar lireme siirelerini kisitlayan bir¢cok
etkenle kars1 karsiya kalirlar. Mevsimin ge¢ donemlerinde ergenlige ulasan bireylerin
ya kii¢iik 6l¢ekte ¢ogalmasi ya da biiyliime oranlarini arttirmasi gerekir, fakat bunun
da getirdigi olumsuzluklar ve bir maliyet vardir. Artan bitylime hizi, yiiksek juvenil
Oliimleri, yetigkinlerin hayatta kalma basarisinin azalmasi veya odiin verilmis
bagisiklik fonsiyonu ile canli virlis ve bakteriyal etkenlere kargi savunmasiz
kalabilmektedir. Mevsimsellik gibi cevresel degiskenler kantitatif genetigin
mimarisini de degistirmektedir. Hammerschmidt ve ark., (2012) tarafindan yapilan

aragtirmada G. bimaculatus deneysel olarak olusturulan iki farkli mevsimsellik
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ortaminda yasam Oykiisiini ve bagisiklik oOzelliklerinin  kantitatif ~genetigi
calisgtlmistir. Mevsimsel farkliliklar yasam oykiilerinde degismelere neden olmus giin
uzunlugu azaldikca bireylerin gelisim hizi yavaslamis ve viicut biiyiikliigii artmastir.
Deneysel olarak tetiklenen fotoperiyot ¢ekirgenin gelisim zamanini ve viicut
biyiikliginii 6nemli o6lgiide etkilese de beklentilerin aksine erginlige ulagma
acisindan 6nemli bir fark bulunamamistir. Istatiksel etkilerin kontrolii icin esey ve
yogunluk parametreleri de analize dahil edildiginde, bu iki parametrenin gelisim
siirelerini 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir. Yogunlugu diisiik olan kutulardaki
bireylerde proFA aktivitesi ve viicut boyutu daha yiiksek bulunmustur. Disi bireylere

gore erkek cekirgelerde hemosit ve LA aktivite nemli 6l¢iide yliksek bulunmustur.

Bal arilar1 (Apis mellifera) ekonomik ve ekolojik 6nem gosteren sosyal hayvanlardir
ve hayat dongiileri de yas odakli bir is bolimii gosterirler. Wilson-Rich ve ark.,
(2008) tarafindan yapilan calismada dogal bagisikligin etkinligi bakimindan 40 is¢i
ve damizlik bal arilan {i¢ farkli alandan 10 koloni seklinde toplanarak laboratuvar
ortamina getirilerek 4 farkli yasam evreleri (larva, pupa, hemsire ve toplayici)
karsilastirilmistir. Yaslanmaya bagli olarak karsilastiklari patojenlerin degismesi bal
arilarinin Omiir uzunluk siirelerinde farkliliklara neden oldugu tespit edilmistir.
Yapilan ¢aligmada standart bagisiklik analiz (toplam hemosit sayisi, enkapsiilasyon
tepkisi, yag kiitle dl¢iimii, ve fenoloksidaz aktivitesi) testleri 4 farkli donemde bal
arilarina uygulanmis ve elde edilen sonuglara gore; hemsire arilarin toplayici arilara
gore yag kiitle oran1 daha yiiksek bulunmustur. FA aktivitesi bal arilarinin gelisim
donemleriyle paralel olarak artarken, bagisiklik etkinligi geng arilar ve is¢i arilara
gore yash arillarda daha yiliksek Olgiilerek yaslanmaya bagli olarak hiicresel
bagisiklilik yeterliligini terk ettigi yoniindeki bulgularin tersine bir sonug
gostermistir. Davranigsal rollerde ortaya ¢ikan kaymalar sayet hemsire arilarin tam
olarak erginlesmeden besin bulma aktivitesine katilmalari durumunda koloninin

hastaliga yatkinligin arttirdigr gérilmiistir.

Bocekler biiyiimenin etkisiyle farkli fizyolojik siireclere kaynak paylastirma
nedeniyle giderek giigsiizlesen bagisiklik sistemine sahiptirler. Srygley, (2012)
tarafindan yaglar1 bilinen Mormon c¢ekirgelerinde (Anabrus simplex) mantar
enfeksiyonuna karst ENK orani, enzimatik bagisiklhik ve duyarlilik yaniti

calisilmigtir. 0-5 giinliik ergin ve yeni deri degistirmis larvalarda (5., 6., 7. nimfal
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donemler) toplam ve dogal FA’nin yasa bagl olarak artmis, fakat ortalamalar gelisim
gruplar1 arasinda degismemistir. Bunun da hemolimfte sirkiile olan FA’nin her deri
degisiminde yikildigima isaret ettigini bildirmistir. Bunun aksine ENK nimfal
donemden ergin doneme dogru giderek artis gostermistir. Deri degisimi durduktan
sonra yetiskin bireylerde FA degerleri yasla birlikte istikrarli bir sekilde artig
gostermistir. Metarhizium acridum mantar ile enfekte edilen yetigkinlerde yaslanma
birlikte hayatta kalma orani da artmistir. Bu durum ergin donemde mantarlara karsi
daha iyi bir savunma ortaya ¢iktigina isaret etmistir. Ayrica her deri degisiminde FA
degerlerinin yikilmast nedeniyle ¢ok gen¢ erginlerde enzimatik bagisiklik

bakimindan nimflerle ¢ok benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Bir hayvanin hastaliga kars1 koyma kabiliyeti genellikle bagisiklik sisteminin bir
veya daha fazla bilesenini 6lgerek tahmin edilir. Adamo, (2004) Gryllus texensis’de
yaptig1 ¢alismada, immiino-yeterliliginin FA ve LA’nin bdcekler icin ortak olan iig
bakteriyel patojenelere (Serratia marcescens, Serratia liquefaciens ve Bacillus
cereus) karsi direng ile arasindaki iligskiyi inceleyerek bu varsayimi test etmistir.
Toplam FA ile bireylerdeki temel lizozim benzeri aktivite arasinda bir korelasyon
saptanmistir. Bununla birlikte, toplam FA ve baslangigtaki LA seviyeleri, erkek
cekirgelerin  {i¢ bakteriyal enfeksiyona karsi hangisinden sag ¢ikabildigini
ongormemistir. Lizozim benzeri aktivite bagisiklik girisiminden sonra artmis ve
arttikga, ¢ekirgenin S. marcescens'den veya B. cereus sag kalma ihtimali artmistir.
Toplam hemolimfteki protein konsantrasyonu daha yiiksek olan circir bocekleri, aynm
zamanda {i¢ bakteriyel patojenin herhangi birinde karsilasilan zorluklardan toplam
hemolimf protein konsantrasyonlarinin diisiik oldugu ¢ekirgelere gore daha fazla
hayatta kalma basaris1 gostermistir. Sonug olarak, farkli immiin parametreler ile
farkli patojenlere direng arasindaki iliskiyi dogrulamak icin konakg¢1 direng testlerinin

kullanilmas1 6zellikle boceklerle calisirken 6nemli oldugu vurgulanmistir.

Rantala ve Roff, (2006), Gyrllus firmus tiiriinde yaptiklari ¢alismada bir immiin
parametrenin desteklenmesinin diger yasam gec¢misi Ozelliklerinde diisiise neden
olabilecegini hipotezlenmistir. Dolayisla bagisiklik tepkisinin  maliyeti hem
bagisiklik sisteminin hem de iligkili yasam Oykiisii 6zelliklerinin gelisimini
etkileyebilir. Bu ¢alismada Gryllus firmus’a ait (Kum ¢ekirgesi) kendi iginde tiremis

soy hatlarinda bagisiklik fonksiyonunun iki parametresinin genetik temeli, metabolik
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hiz1 ve cesitli Ozellikleri arastirilmistir. Immiin fonksiyonlar iizerinde maternal
etkilerin ilaveli veya ilaveli olmayan etkileri ilizerinde durulmustur. Bagisiklik
fonksiyonlarindan iki 6nemli parametre olan LA ve ENK oran1 kullanilmistir. Her iki
immiin parametrenin anlamli genetik varyasyon gosterdigi ancak diger fenotipik
ozellikler (metabolik hiz, bas genisligi, viicut kitlesi, gelisim zamani vb.) ile tutarh
bir iliski olmadigi bulunmustur. Sadece ENK yeteneginde genetik varyasyon orani
anlamli diger 6zelliklerde ise anlamli bir varyasyon bulunamamuistir. Cekirgelerde
metabolik hiz kalitimsaldir ancak bu bagisiklik fonksiyonunun iki parametresi
arasinda ne fenotipik ne de genetik iliski saptanmamistir. Disi bireyler daha yiiksek
ENK yetenegi gosterirken LA i¢in bdyle bir fark bulunmamistir. Bu calisma
bagisiklik parametrelerinde genetik varyasyonun fenotipik varyasyona onemli katki
sagladigin1 gostermektedir. ENK oran1 ve LA arasinda fenotipik korelasyonun
olmamasi bagisiklik sisteminin farkli yolaklar1 arasinda olasi bir degis-tokus
oldugunu ileri siiren Onceki calismalar ile farklilik gostermistir. Bu c¢alisma ile
immiin fonksiyonlardaki genetik varyasyon immiin fonksiyonlardaki fenotipik

varyasyonun énemli bir nedeni oldugu sonucuna ulasilmistir.

Lorenz ve Anand, (2008), yaptiklar1 ¢alismada disi Gryllus bimaculatus’un yasa
bagli olarak viicudundaki yag kompozisyonlarindaki degisimler ve karin yag
kiitlesindeki lipogenezin kullanimini incelemislerdir. Yag kiitlesinin lipit, protein ve
serbest karbonhidrat igerigi ile viicut 1s1s1 yag agirligt bireyin erginlesmesi ile hizla
artarak 2. giinde iki katina ulasarak pik yapmustir. Lipogenez ve enerji depolari
azalmaya baslamasiyla es zamanli olarak yumurtalik agirliginda hizla artis basladigi
gbzlemlenmistir. Bu sonuglar viicutdaki serbest karin yaglarinin iireme igin bir enerji

kaynagi olarak kullanilmasindaki dnemini agiklamaktadir.

Erkeklerin bagisiklik sistemi ile tireme arasinda bir uzlasi olup olmadigini belirlemek
omurgalilarin bagisiklik sisteminin karmasikligindan dolay1 giictiir. Bu sebepten
basit bir bagisiklik sistemine sahip olan Gryllus texensis ‘de erkek ve disi bireylerinde
bagisiklik ve ireme yatirimi arasindaki iligkiyi Adamo ve ark., (2000) incelenmistir.
G. texensis te immiin yetersizligi FA, hemosit sayis1 ve Serratia marcescens
bakterisine duyarlilig1 Olgiilerek hesaplanmistir. Son deri degisiminden erginlige
kadar immiin yeterlilik disi ve erkeklerde benzer sonuclar gostermektedir. Erkeklerde

tireme davraniglarin1 gostermeye basladiklar1 yasta FA ve S. marcescens’e karsi
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direng disi ve geng erkeklere gore azalmistir. Disilerde FA tireme donemine girdikten
sonra nimf disi ve geng ergin disilere gore artmistir. Hem erkek hem disi bireylerde
yaslanma ile birlikte bagisiklik sisteminde diisiis oldugu saptanmistir. S.
marcescens’e kars1 direng her iki cinsiyette de viicut buyiikligi (VB) ve viicut
agirh@ (VA) ile iliski gostermemistir. Hemosit sayisinin yasa gore disi ve erkek
bireylerde farklilik gostermemis olmasi immiin yeterlilik i¢in 6nemli bir indikator
Ozelligi yansitmadigini diislindiirmiistiir. Bu sonuglar iireme aktivitesinin erkek
bireylerde immiin yeterliligi azalttiin1 ve lireme yatirimi i¢in bagisikliktan taviz

verdigi hipotezini desteklemistir.

Bagisiklik sistemi; bir bocegin yasami boyunca karsilagabilecegi genis yelpazedeki
patajenlere kars1 koruyarak saglikli bir sekilde lireme doneminde hayatta kalma
olasiligini artirmak igin ¢alismaktadir. Pinera ve ark., (2013) erkek Ev circir1 Acheta
domesticus’ un dogustan gelen bagisiklik sisteminin son iki farkli nimf déneminde ve
erken- ge¢ yetiskinlik donememi olmak tizere 4 farkli gelisim evresi
karsilastirilmistir. Incelenen her gelisim evresi ve yas icin FA, LA, hemosit say1s1 ve
ENK yetenegi belirlenmistir. Hemosit sayist ve LA calisilan tiim gelisim
donemlerinde benzer sonuglar bulunmustur. Yagh ergin evresine gére nimf ve yeni
erginlesmis erkek bireylerde FA 6nemli 6l¢iide diisiik bulunmustur. Nimfal donemde

ki bireyler yetiskin bireyler kadar ENK yetenegine sahip bulunmustur.

Doums ve ark., (2002), immiin savunma o&zelliklerinin yaslanma sekli Bombus
terrestris ve Bombus lucorum olmak fiizere iki bombus is¢i arisinda laboratuvar
kosullarinda arastirllmistir. Her iki tiirde de yabanci bir nesneyi kapsiilleme
yeteneginde yasla birlikte 6nemli bir azalma olmustur. B. ferrestris’ de diger
bagisiklik savunmasi iki parametresi olan viicuttaki nispi yag yiizdesi ve hemosit
konsantrasyonu 6nemli bulunmustur. Yag kiitlesi yaslanma ile birlikte ¢ok az artis
gbstermis olup hemosit konsantrasyonuna herhangi bir etkisi bulunamamistir. Isci
arilarin tim gelisim evrelerinde ENK sonrasinda hemosit sayist hizla azalma
gostermistir. Bagisiklik savunma o6zellikleri ig¢in gozlenen yaslanma Onemi isgi

arilarin sosyal biyolojisi baglaminda tartigilmaktadir.

Boceklerde kutikular melanizmin  yasam ge¢misi ile baglantihi  oldugu

diisiiniilmektedir. Prokkola ve ark., (2013) aym soy tizerinde ii¢ farkli sicaklikta un
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kurdu (Tenebrio molitor) ile yapilan caligmada kutikular melanizasyon, dogal
bagisiklik, gelisim siiresi, viicut biiylikliigli arasindaki fenotipik ve genetik iliskiler
calisilmistir. Dogal bagisiklik ve melanizm disi bireylerde erkek bireylere oranla
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Sicakligin 6l¢iilen tiim 6zellikler tizerinde kuvvetli
etkisi bulunmustur. Bu analizler sonucunda fizyolojik ¢evresel degisiklikler
morfolojik ve yasam Oykiisii 6zelliklerine duyarli entegre bir sistem ile c¢alistig

gorilmiistiir.

19



3. MATERYAL ve METOT
3.1. Gryllus bimaculatus’un laboratuvarda yetistirilmesi

Bu c¢alismada Akdeniz Karagekirgesi olarak isimlendirilen Gryllus bimaculatus’un
De Geer laboratuvarda iirettigimiz atal (daha once laboratuvarda olusturdugumuz
VII. soy) L. kusak olarak adlandirilmisg, ata2 (III. ve IV. soy) II. kusak ve III. kusak
bireylerini olusturmada kullanilmistir. ilk 6rnekler nimf ve son dénem nimfler
halinde Ordu Universitesi, Cumhuriyet Kampiisii icerisinden toplanmistir. Cekirgeler
28 = 1°C ve 65 = 8 % nem ayarinda ve 12:12 saat-aydinlik: karanlik ortaminda iklim
dolabr igerisinde yetistirilmistir. Boceklerin beslenmesi i¢in hazirlanan diyet yaygin
olarak uygulanan bir protokole gore hazirlanmistir (bkz. kaynakga-internet erigim

yeri, Cizelge 3. 1). Bu protokole gore;

Cizelge 3.1. Diyet malzeme listesi

Malzeme Miktar(g)
Yulaf gevregi 1000 g
Bugday ruseymi 1000 g
Misir unu 500 ¢
Maya 509
Seker 50 g
Salt mix (deniz tuzu kullanildi) 50¢g

Yukarida belirtilen gidalar azaltilmis oranlarda kullanilmistir. Karisim oransal misir
yag1 (yukaridaki karisim i¢in 250 ml) ile karistirilip buzdolabinda (+4°C) saklanmig
ve hazirlanan bu karisima ek olarak yavru kedi mamasi ve havug ayr1 ayr1 diyette yer
almistir. Her 5 gilinde bir ¢ekirgelerin yetistirildikler1 kutular degistirilip
temizlenmistir. Besin miktarlar1 deney siiresince tiim kutularda esit oranda
tutulmustur. Cilinkii diyet farki, immiin aktiviteyi etkileyen 6nemli nedenlerden
birisidir (Vass ve Nappi, 1998; Ojala ve ark., 2005; Srygley ve ark., 2009; Galicia ve
ark., 2014) (Sekil 3.1 C-D).

G. bimaculatus 25°C’de son deri degisiminden 6-8 giin sonra ses olusturan erkek
bireyler disisini ¢iftlesmeye ikna ettigi ve 1 dk igerisinde disiye spermatoforu
naklettigi gozlenmistir. Dollenmis olan yumurtalar kafes igerisine petri kutusunda

birakilan steril gazli bez ile sarilmis nemli pamuklarin arasina ovipositor borusu
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yardimiyla birakilmaktadir. Yumurtalarin birakildigi petri kutulart iki giinde bir
kontrol edilmistir. Gazli bez {iizerindeki yumurtalar 2 1t su igerisinde pamuktan
ayiklandiktan sonra cay siizgeci veya elek yardimiyla alinmistir. Daha sonra standart
petri kutular1 igerisine PBS ile nemlendirilen pamuklar yerlestirilmis ve yuvarlak
kurutma kagidi pamuk {izerine serilmistir. Ayiklanmig yumurtalar kurutma
kagitlarinin iizerine denk gelecek sekilde yerlestirilmis (her bir petri igin 100 adet
yumurta) ve bu yumurtalarin lizerine tekrar kurutma kagidi kapatilarak petri kutulari
etiketlenmis ve inkiibasyona birakilmistir. Giinliik olarak petrideki pamuk PBS ile

nemlendirilerek yumurtalarin kurumasi engellenmistir (Sekil 3.1 A).

Sekil 3.1. Laboratuvar ortaminda yetistirilen Akdeniz
karagekiresi G. bimaculatus’a ait
yumurtalarin toplanmasi (A), yavru ¢ikiglari
(B), giinliikk besin hazirlanmasi(C), kafes
igerisine bireylerin rastgele dagilimi(D)
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Diger ve daha etkili yontemlerden birisi de Entomopatojeni ¢alismalarda siklikla
kullanilan White’in tuzagi (White-trap) (Ratcliffe ve Gagen, 1977; Dubovskiy ve
ark., 2016) kullanilmistir. Bu yontemde disilerin pamuk iizerindeki yumurtalar
kiiciik pamuk pargalariyla birlikte alinmis ve biiyiik petri igerisine yerlestirilen kiigiik
petriye transfer edilmis ve bir miktar nemlendirilmistir. Kiiglik petrinin etrafinda
kalan bos bolgeye ise daha 6nce hazirlanan su jeli koyulmus ve biiyiik petrinin tizeri
kapatilmistir. Bu sekilde ¢ikislar kontrol altina alinmis, nem kaybi onlenmis ve su
jeli yardimiyla da ¢ikan nimflerin su ihtiyaci garanti alina alinmistir. Giinliik
kontrollerle ¢ikan nimfler kendi kiiglik plastik kutularina aktarilmistir. Bu sekilde

yumurtalardan ¢ikistaki basari arttirilmistir.

Ortalama olarak yukarida belirtilen ayarlanmis sartlarda 10-12 giin igerisinde ¢ikan
yavrular 16x11x7cm boyutlarinda kutulara igerisine firca yardimiyla dikkatli bir
sekilde alimmustir. (Sekil 3.1 B) Kiigiik yavrular i¢in besin olarak yukarida detayi
belirtilen karigima ilaveten iyice ¢ekilmis ve inceltilmis yavru kedi mamasi (Friskies
marka) (%36 Protein, %18 yag, %2.4 Lif) ve havug (rendelenmis) kullanilmustir.
Ayrica agz1 pamukla kapatilmis kiiciik ependorf tliplerde su (3 adet), nemlendirilmis
pamuk (nemlendirme), yumurta viyolii (bireyler icin kiiciik saklanma alanlari
olusturacak yeterli yiizey alani eldesi), kutu i¢indeki fazla nemi almak i¢in havlu
pecete kutu altina yerlestirilmistir. Yavrular bu sekilde hazirlanan kutu igeriside
(16x11x7cm) 100 yavru birey olacak seklide alinarak muhafaza edilmis ve giinliik
olarak besinleri degistirilmistir. III. deri degisiminde kutu icersinde birey sayisi
yartya (50 Birey) disiriilmiis IV. deri degisiminde kutu boyutu biyiitiilerek
(19x12x9cm) birey sayisi 25 olarak degistirilmistir. VI. deri degisiminden sonra kutu
boyutu (24x15x11cm) artirilmis birey sayist ayni kalmistir. Son devre nimf haline
gelen bireyler erkek ve disi olarak ayr1 kutulara (34x20x15c¢m) 25 birey olacak
sekilde rastgele alinmistir. Ciftlesmenin bazi immiin sistem aktivitelerinde
degisiklige neden olacagi diisiiniildiigii icin kutular giinliik kontrol edilmis ve
erginlesen disi ve erkek bireyler tek tek kutulara (19x12x9cm) alinarak yaslari tespit
edilmistir. Her bir yetistirme kutusu i¢in esit sayida olacak sekilde birey sayisi

azaltilmistir.
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Sekil 3.2. Deney gruplarinin olusturulmasi (*laboratuvar populasyonunun ¢okmesi

nedeniyle yeni bir populasyon Ordu {iniversitesi kampiisiinden
olusturulmustur)

Ciinkii populasyon yogunlugu gelisim siiresi, viicut biiyiikligli ve bazi immiin
aktiviteleri etkileyebilmektedir (Hammerschmidt ve ark., 2012). Yine ayni gevre

sartlarinda muhafaza edilmis ve giinliik olarak besinleri degistirilmistir. Beslenme
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durumu, kutu basina diisen birey sayist ve diger ¢evre sartlar1 her deney serisi igin

esit tutulmustur.
3.2 Deney diizeni

Deneyde kullanilan her bireyin gelisim zamani (yumurtadan ¢ikistan deneyde
kullanildig1 giine kadar gecen siire) ve yaslar1 (son deri degisiminden sonra gegcen
herglin 1 yas olarak) kayit altina alinmistir. Kullanilan ¢ekirgelerin tamaminin virjin
olmalari i¢in eseyler son larval donemde ayr1 kutulara aktarilmis, ancak biyoakustik
olarak izole edilmemistir. Clinkii farkli tireme statiileri eseylerin immiin aktiviteler
icin gerekli olan kaynaklar {izerinde dengelemeye yonelik bir degisime zorlayabilir
(Stoehr ve Kokko, 2006; Giglio ve ark., 2016). Deney siiresince beslenme farkliligi,
poplilasyon yogunlugundan kaynaklanabilecek olasi durumlar i¢in her bir plastik
kutuda esit sayida birey tutulmustur. Her bir kutu i¢in ayn1 miktarda ve ayni1 zamanda
besin takviyesi yapilmistir. Son devre nimf (N), lireme dncesi yeni erginlesen birey
(3 yas, GE) ve yasl ergin (25 yas, YE) seklinde ayrilan gruplara ana stoktan rastgele
dagilim yapilmustir (Sekil 3.2). Ilk ¢alisilan kusak laboratuar stogunda halihazirda
yer alan kusak iizerinden (Ordu Universitesi, Kampiis populasyonundan yetistirilmis
7. Kusak) gerceklestirilmistir (analizde F1 olarak gosterilmistir).ikinci kusak bu
kusaktan elde edilen soy ile devam edilmesi planlanmisken F8 populasyonunun
hastalanip son deri degisimini gerceklestirip erginlide ulasamamasi1 sonucu
kampiisten yeni bir populasyon toplanmistir. Bu populasyonun ilk kusagindan elde
edilen bireyler laboratuvar adaptasyonuna uyum saglamalar1 ve bir dnceki kusak ile
benzer ¢evre Ozelliklerini yansitmasi acgisindan, analiz i¢in kullanilmamustir.
Laboratuvar sartlarina uyum saglayan bu yeni kusaktan elde edilen yavrular
yetistirilmis ve analiz i¢in kullanilmistir (analizde F2 olarak gosterilmistir). Bu
gruplarda erkek ve disiler ayr kafeslerde ve esit sayida birey (n= 5) olacak sekilde
dagilim uygulanmistir. Ana stoktan rastgele segilen saglikli 10 erkek ve 10 disi birey
erginlestikten sonra II. kusak calismasi i¢in ayni kafes icerisinde tutulmus ve
yumurta alimi icin ciftlesmelerine olanak saglanmistir. Ikinci kusaktaki yavrularin
beslenmesi ve deney dagilim diizenindeki yontem, bir dnceki grup i¢in uygulananin
aymsidir. Uciincii kusagin olusmasi icin bu kiiltiir igerisinden rastgele secilen 10
erkek ve 10 disi birey erginlestikten sonra ayn1 kafes icerisinde tutulmus ve yumurta

alimi i¢in ¢iftlesmelerine olanak saglanmistir.
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Immiinolojik islemden &nce her bireyin viicut agirlig1 0.01 g hassasiyetle tartilmstir.
Ciinkii viicut agirligi genel viicut biiyilikliigii ile korelasyon gosterdigi i¢in ¢alismada
viicut biiytikliigii indeksi olarak kullanilmistir (Ratcliffe ve Gagen, 1977; Vilmos ve
Kurucz, 1998). Diger taraftan viicut biyiikligi Ol¢timleri ile immiin aktiviteler
arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla; a) pronotum genisligi ve b) arka femur

uzunluk 6l¢iileri laboratuvarda bulunan hassas kumpas (Mitutoyo) ile yapilmistir.
2.3. Immiin aktivitelerin 6lciilmesi

FA ve LA’ler Rantala ve Cortet, (2003), Rantala ve Roff, (2005), Fedorka ve Sevgili,
(2014) ve White, (1927) calismalarinda kullanilan protokdllerin modifiye edilerek
olusturulmasiyla belirlenmistir. Her bir ¢ekirgeden CO;, (10 sn) ile bayiltildiktan
sonra, Mikro-siringa (Hamilton Co, Reno, Nevada, 10 pl) kullanilarak 5 pul hemolimf
cekilmistir. Hemolimf ¢ekimi 2. ve 3. abdominal sternitler arasindaki “lateral
pleural” bolgeden yatay sekilde girilerek yapilmistir. Cekilen hemolimf daha 6nce
hazirlanan 17 pl PBS igeren tiipe ilave edilip homojenize edilmistir. Daha sonra
calisma stoklari FA ve LA’lerinin Olgiilmesinde olusturulan protokoliin
uygulanmasina kadar -24°C’de muhafaza edilmistir. Hemolimf ¢ekilen c¢ekirge

enkapsiilasyon uygulamasi i¢in hazirlanmistir.
2.3.1. Fenoloksidaz (FA) ve Litik (LA) aktivitelerin belirlenmesi

Immiin parametrelerin belirlenmesi i¢in Rantala ve Roff, (2005) tarafindan
uygulanan metodoloji kismen meodifiye edilerek kullanilmistir (bkz. Sevgili, 2016).
Analiz edilecek hemolimf 6rneklerinin her birinden 5 pl (5 pl Hemolimf + 17ul PBS
karigimi) FA aktivitesinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Kalan miktarin 15 pl’si ise
LA aktivitenin ve 1 pl hemolimfteki protein konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in -
24°C’de muhafaza edilmistir. Protokole baslamadan 6nce hafifce homojenize edilen
karistmdan kuyucuklara transfer edilmis (96 well plate) hemolimf 6rneklerinden
sonra 14 pl Bovine pancreas a-chymotripsin (1.3 mg mL™ solusyonu) hizl bir
sekilde hemolimf Ornekleri iizerine ilave edilmistir. Daha sonra plaka 20 dk
karanlikta inkiibasyona birakildiktan sonra bu arada hazirlanan 7nM L-Dopa 90ul
kuyucuklara ilave edilmistir. Benzer sekilde, inkiibasyon sirasinda hazirlanan 90 pl
Micrococcus lysodecticus (luteus) solusyonu (0.003g mL™ PBS) LA’nin él¢iilecegi

kuyucuklardaki hemolimf orneklerine ilave edilmistir. Daha sonra Mikroplaka
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okuyucusu (Multiscan FC, Thermo Fisher Scientific) ile FA i¢in 495 nm, LA i¢in
450 nm kullanilmak iizere 5’er dk arayla 10 dl¢iim yapilmistir. Normalde negatif
degerler tasiyan LA aktivite analizde karigiklik yaratmamasi i¢in AOD degeri pozitif

absolute deger olarak hesaplanmistir (Fedorka ve Sevgili, 2014).

FA reaksiyon siirecindeki OY (Optik yogunluk) degerleri melanin formasyonu
sonucunu vermistir. Bu metodda hemolimfte sirkiile olan fenoloksidaz miktar1 ne
kadar yiiksek ise ol¢iilecek AOY degeri de en yiiksek olacaktir. Ancak, bakteri hiicre
duvarlarmin yikima ugramasi nedeniyle litik aktivite siiresince AOY degerlerinin
diismesi beklenir (Sevgili, 2016).Toplam FA ve LA aktivite ocular yogunluk olarak
Olciilmiistiir, 0.00-seffaf, 3.50 opak olmak iizere 50 dk boyunca her 5 dk’da bir
okutulmustur. FA ve LA immiin parametrelere ilave olarak hemolimfteki protein
konsantrasyonu hesaplanmistir. Bunun i¢in kalan hemolimf 6rneginden 1 pl 6rnege
99 ul Bradford Reagent (Sigma Aldrich) ilave edilmis ve 96 kuyucuklu plakada 10
dakikalik inkiibasyondan sonra 595 nm de mikroplaka okuyucusunda hemolimfteki
protein konsantrasyonuna iligkin veriler alinmigtir. Daha 6nce hazirlanan her bir
okumada okutulan ve seri seyreltme uygulanan standartlardan (Bovine serum
albiimin standard/Thermo Scientific) elde edilen regresyon egrisine ait formiil

kullanilarak son hesaplamalar yapilmistir (Fedorka ve Sevgili, 2014).
2.3.2. Enkapsiilasyon oraninin belirlenmesi

Enkapsiilasyon oraninin belirlenmesinde (Rantala ve Roff, 2005; Fedorka ve ark.,
2013b) tarafindan uygulanan yontem kismen modifiye edilerek kullanilmstir.
Hemolimf ¢ekilirken agilan delikten hemolimf ¢ekildikten hemen sonra, daha Once
hassasiyetle Olciiliip kesilmis ve ince zimparadan gegirilmis 3 mm misina pargasi
(cap: 0.20 mm) II. —III. sternit arasindaki pleural mebrandan agilan delikten igeriye
gonderilmistir. Daha sonra ayilan ¢ekirge 25+1°C ve 65 £ 8 % nem ayarinda 12:12
aydinlik: karanlik ortaminda ayarlanmis iklim dolabi igerisinde immiin tepkinin
olusabilmesi i¢in 24 saat tutulmustur. Bu uygulamadan sonra implant c¢ekirgeden
almip kurumaya birakilmistir. Kuruyan misina parcalari 151k mikroskobu altinda
melanize olmamis aynmi Olciideki bir misina pargast kontrol olarak kullanilarak
fotograflanmistir (Sekil 3.3). Fotograflar Dino-Lite Dijital USB (http://www.dino-

lite.com/) baglantili goriintiileme ile yapilmistir. Her bir ¢ekim ayni 151k sartlart
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altinda gergeklestirilmistir. Elde edilen fotograflar ImageJ (Rantala ve Kortet, 2003)
programi yardimiyla analiz edilerek, implanttan yansiyan grilesme degerleri elde
edilmistir. En koyu degere sahip implantin en yiiksek enkapsiilasyon oranina sahip
oldugu kabul edilmistir. Transformasyonda kontrol i¢in her seferinde dlgiime dahil
edilen temiz ve aymi uzunluktaki misina pargasindan elde edilen degerler
kullanilmistir. ImageJ’de yapilan dl¢iimde en beyaz (255) en siyah (0) oldugu igin
elde edilen veriler, 255°den c¢ikarilarak melanizasyon artisinin normal ydnde
degerlendirilmesi kolaylastirilmistir. Planlanan ¢alisma normal sartlarda 3 kusak
boyunca tekrarlanmistir. Her bir larval ve yas grubunu (iireme dénemi Oncesi ve
tireme bakimindan aktif donem) temsil edecek sekilde stoktan rastgele secilen erkek

ve disi i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere yeter sayida birey kullanilmistir.

Lm,ﬂ_iﬁdkﬁj

Kontrol Melanize olmus filament
Sekil 3.3. Enkapsiilasyon yeteneginin
Olglilmesinde kullanilan misina

parcasinin 24 saat hemolimfte kaldiktan
sonra melanize olmus durumu

Proje metninde ongoriilen her bir grup ve esey i¢in 40’ar 6rnekten veri alma hedefine
maalesef ulagilamamistir. Bunun nedeni, kiiltiirde meydan gelen 6n goriilmedik ve

tespit edemedigimiz bir problem nedeniyle yasanan 6liimler olmustur.
2.3.3. Kautikular melanizasyon o6l¢iimii

Kutikular melanizasyonun 6l¢iimii amaciyla islem uygulanan her bireyin pronotum,
kanat (sadece erginlerde) ve arka femur fotograflar1 Dino-Lite kullanilarak

cekilmistir (Sekil 3.4). Fotograflar kendi icerisinde ayn1 dlgekte ¢ekilmis ve referans

27



olarak milimetrik kagit kullanilmistir. Fotograflar ImagelJ programinda ag¢ilmis 16 bit
Gray moduna c¢evrildikten sonra hem uzunluk hem de melanizasyon skorlari
alinmistir. Kutikular melanizasyon 6l¢timiinde olciilecek kismin etrafinda hassas bir
sekilde ortalama gri-6l¢ekli luminans degerleri “0” ile (en koyu) “255” (en beyaz)
arasinda elde edilmistir (Rantala ve Roff, 2007). Grafikte gorme kolaylig1 agisindan
en koyu 255 olarak diisiiniilerek degerler 255’ten ¢ikarilmistir. Bu durumda en
yiiksek deger en koyu-en melanik olarak degerlendirilmistir. Calismada iki farkl

D

Sekil 3.4. Viicudun pronotum (A, B), kanat (C) ve arka femur (D) koyuluk
skorlarnin (melanizasyonun) oOlglimiinde kullanilan fotograf ornekleri
(6lgtimler i¢inl mm’lik kagit kullanilmigtir)

kusakta son donem nimf, lireme Oncesi yeni erginlesmis donem (3 yas, giin olarak)
ve ergin lreme doneminde (25 yas) viicut agirligi, viicut biiylikliigii (pronotum
uzunlugu, 6n ve arka genisligi, arka femur uzunlugu) kutikular melanizasyon
(pronotumun dorsal kismi, arka femur dorsali), humoral bagisiklik (toplam
fenoloksidaz (FA) ve litik aktivite (LA), hiicresel bagisiklik tepkisi (enkapsiilasyon)
ve hemolimfdeki protein konsantrasyonu verileri karsilastirilmistir. Birinci kusakta
toplamda 75 erkek ve 49 disiden, II. kusakta ise 45 erkek ve 48 disiden ve IIIL.
kusakta 105 erkek ve 90 disiden veri alinmistir Toplamda her {i¢ kusaktan 225 erkek

ve 187 disiden olmak iizere 412 bireye ait veri alinmustir. Her ii¢ kusak i¢in nimfal
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donemde (N) 76 erkek, 67 disi, ergin donemde (E) 149 erkek, 120 disi olmak tizere
nimfal donemde 143, ergin donemde 269 bireyden veri alinmistir. Yas gruplarina
gore her ii¢ kusak birlikte ele alindiginda nimfal donemde 143 (76E, 67D) ii¢ glinliik
ergin donem (GE) donemde 134 (66E, 68D), yash ergin donemde (YE) 135 (83E,
52D) birey calisilmigtir. Stoktan yas gruplarina rastgele dagitim olmussa da
gruplardaki bireylerde oliim oranlarinin farkli olmasi sayisal dengesizlige neden
olmustur. Canli Orneklerle ¢alismak, yumurtalar1 toplamak, inkiibe etmek,
yumurtadan ¢ikan yavrular1 giinliik ayirmak, onlar1 beslemek, kafesleri temizlemek,
giinliik verileri almak gibi isler ¢cok sayida Ornekle galismayi giiclestirmektedir.
Toplam FA 34 erkek bireyde, 13 disi bireyde olmak iizere toplam 47 bireyde
calismamistir. LA 6lclimleri genel olarak FA’ne gore daha basarili bir sekilde sonug
vermistir. Ancak, 5 erkek ve 4 disi bireyde LA calisgmamistir. Daha 6nce Sevgili,
(2016), tarafindan Isophya speciosa ve Poecilimon similis tiirlerinde yapilan
calismada ise caligekirgelerinde FA’si, LA’ye gore daha iyi ¢alistigi bildirilmistir.
Gryllidae ve Phaneropterin c¢ekirgelerde immiin aktiviteler bakimindan farklh
yatirnmlarin olabilecegi ilerde calisilabilecek bir konudur. Ciinkii eseysel yatirim
maaliyeti, 0zellikle spermatofor biiylikliigiindeki degiskenlik ya da spermatoforun
olup olmamasi durumlar1 nedeniyle, oldukg¢a farkli olabilecegini akla getirmektedir
(Gwynne, 1995). G. bimaculatus’ta phaneropterin erkek ¢ekirgelerdekine gore gok
daha kiiciik bir spermatofor yapisi olup, disi tarafindan yenilebilir spermatofilakstan

yoksundur (Sturm, 2014).

24 saatlik enkapsiilasyon tepkisini 6lgmek i¢in ¢ekirgenin viicut bosluguna birakilan
misina pargasi diseksiyon sirasinda birka¢ bireyde bulunamamis, birka¢ birey de
bayiltma islemi sirasinda kazara kactigi igin sonug¢ alimamamigtir. Arka femur
uzunlugunda goriilen data kayiplar ise bireylerin herhangi bir nedenden dolay1 (deri
degisimi  sirasinda, grup icindeki agresif davramiglar vs.) bacaklarim
kaybetmelerinden kaynaklanmistir. Genel kutikular melanizasyon (PC1-KM) ve
viicut biyiikligii (PC1-VB) faktorlerinin eldesi i¢in Temel Bilesenler Analizi
(TBA=PCA) ile PC1 skorlar1 elde edilmistir. PC1-KM i¢in pronotum ve sol ve sag
arka femurlarinin dorsal kisimlarindan elde edilen veriler analize dahil edilmistir.
Benzer sekilde PC1-VB i¢in pronotum uzunlugu, pronotum 6n ve arka genisligi, sol

ve sag arka femurlardan elde edilen 6l¢iimler analize birlikte sokulmustur.
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Istatistikler biiyiikk oranda R Studio (RStudio Team, (2015), RStudio: Integrated
Development for R. RStudio, Inc., Boston, MA URL http://www.rstudio.com/.)
tizerinden yapilmistir. Verilerin normal dagilimmin kontroliinde Shapiro-Wilk ve
Kolmogorov-Smirnov testi kullanilmistir. Analizin birinci kisminda ¢aligilan her ii¢
kusak birlikte ele alinmis; son devre nimf (N), li¢ giinliik ergin (GE) ve yash ergin
(YE) karsilastirilmalar1 yapilmistir. Viicut agirligi ve biiytikliigli (pronotum ve arka
femur uzunlugu) {izerinde gelisim siiresinin etkili olup olmadigim1 anlamak igin
gelisim siiresi (giin olarak) bagimsiz degisken olarak analize girilmis, gruplar faktor
ve her bireyin cinsiyeti ve etiketi etkilesimli faktor olarak analize dahil edilmistir (R,
library-nlme, Genellestirilmis Linear Model, GLM). Normal dagilim gostermeyen
veriler gruplar bazinda nonparametrik olarak karsilastirilmis ve gruplar arasindaki
farkliligr gormek icinde “DunnTest” fonksiyonu kullanilmigtir (R, library (FSA),
method="bonferroni”’). Grafikler SPSS paket programi araciligiyla yapilmistir.
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4. BULGULAR

Bu arastirmada Akdeniz kara ¢ekirgesi G. bimaculatus’un laboratuvar
populasyonlarina ait birbirini takip eden ii¢ kusak boyunca son devre nimf, juvenil
(geng yetiskin, 3 giinliik(erginlestikten sonraki 3. giin), yash ergin (25 giinlik
(erginlestikten sonraki 25. Giin)) donemleri immiin parametreler ve kutikular
melanizasyonun degisimi agisindan karsilastirilmistir. Calismada G. bimaculaus’a ait
birinci kusakta 75 erkek, 49 disi ikinci kusakta 45 erkek 48 disi ve {¢iincii kusakta
105 erkek 90 disi olmak iizere toplam 225 erkek 187 disi birey ¢alisilmistir. Bazi
bireylerde FA ve LA degerleri 6l¢iilememistir. FA 34 erkek (%15.1) bireyde, 13 disi
(%6.9) bireyde olmak lizere toplam 47 (%]11.4) bireyden veri alinamamisken LA
olgtimleri genel olarak FA’ne gore daha basarili bir sekilde sonu¢ vermistir. Ancak, 5
erkek (%2.2) ve 4 disi (%2.1) bireyde toplam 9 (%2.1) LA verisi alinamamustir.
Enkapsiilasyon (ENK) genelde daha basarili olmus ancak kazara kafesten kagan 20
erkek (%8.8), 17 disi (%9.1) birey olmak iizere toplam 37 (%8.9) bireyden veri
allmamamuistir. Verilerin 6nemli bir kism1 normal dagilim gostermemistir. O nedenle
bagimsiz gruplar arasindaki farklarin istatistiksel analizi i¢in parametrik olmayan
testler kullanilmistir. Ancak, Olclilen degerler iizerinde bir¢ok faktoriin etkili
olabilecegi gergeginden yola c¢ikilarak giiclii bir analiz olan “Genellestirilmis Lineer
Karma Model” (GLMM) (bkz. Bolker ve ark., 2009) ile bir¢ok faktor analize dahil

edilerek immiin parametreler tizerinde etkili olan faktorler saptanmaya ¢alisiimustir.
4.1. U¢ Kusaga Ait Hiicresel ve Humoral Immiin Aktiviteler

4.1.1. Viicut Agirh@, Viicut Biiyiikliigii, Arka Femur Uzunlugu, Kutikular

Melenizasyon Sonuclarina Ait Veriler

Kusaklar arasinda viicut agirligl (VA) karsilagtirildiginda 1. kusakta Il. ve I11. kusaga
gore daha diisiik bulunmustur (ANOVA, Bonferroni, p<0.001, Sekil.4.1-A) ancak
kusaklar arasinda fark bulunamamistir. Toplam viicut buyiikligi (PCA’den elde
edilen skor) karsilastirildiginda (Kruskal-Wallis, Kikare=25.75, df=2, p<0.001) II. ve
I11. kusaklar arasindak viicut biiyiikliigii (VB) farkinin |. kusaga gore daha az oldugu
gorilmistir (ANOVA, Tamhane, p=0.016, Sekil.4.1-B ). Arka femur uzunlugu
(AFU) (sol) I. ve Ill. kusaklarda farklilik gostermemisken, toplam viicut biyikligi
ile uyumlu bir sekilde, Il. kusaktaki bireylerin daha biiyiik oldugu gorilmistiir
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(ANOVA, Tamhane p=0.001, I. kusak i¢in; p=0.019, Ill. kusak i¢in, Sekil.4.1-C).
Toplam kutikular melanizasyon (TKM) (PCA’den elde edilen skor) birbirini takip
eden kusaklarda giderek 6nemli derecede artis gostermistir (Kruskal-Wallis test,
Kikare =138.49, df=2, p<0.001, Sekil.4.1-D).
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Sekil 4.1 Uc¢ Kusak Boyunca Viicut Agirhgi (A), Viicut
Biiyiikligii (B), Arka Femur Uzunlugu (C), ve
Toplam Kutikular Melanizasyondaki (D) Degisimler

4.1.2. Enkapsiilasyon, Litik Aktivite, Fenoloksidaz Aktivitesi, Hemolimfdeki

Protein Konsantrasyonu Sonug¢laria Ait Veriler

Kusaklar arasinda hemolimfdeki protein konsantrasyonu karsilastirildiginda (tiim
gelisim donemleri dahil) III. kusak ile I. ve II. kusak arasinda 6nemli derecede fark
oldugu gorilmistir (Kruskal-Wallis testi, Kikare =127.72, df=2, p<0.001), ancak 1.
ve Il. kusaklar arasinda herhangi bir fark saptanmamistir (ANOVA, Bonferroni test
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p=0.326, Sekil.4.2-A). Fenoloksidaz aktivitesi I. kugakta viicut biiyiikliigii gibi genel
olarak daha diisiik bulunmus, ancak II. ve III. kusaklar arasinda ise herhangi bir fark

saptanmamustir (Kruskal-Wallis testi, Kikare =24.12, df=2, p<0.001, Sekil.4.2-B).
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Sekil 4.2. U¢ Kusak Boyunca Hemolimteki Protein
Konsantrasyonu (A), Fenoloksidaz Aktivitesi
(B), Litik Aktivite (C) ve Enkapsiilasyon (D)
Degisimleri

Litik aktivite birbirini takip eden kusaklar arasinda giderek artmistir (Kruskal-Wallis
test, Kikare=174.09,df=2,p<0.001 Sekil.4.2-C). Enkapsiilasyon yetenegi Il. kusakta
I. ve Ill. kusaga gore daha yiiksek iken 1. ve Ill. kusakta herhangi bir fark
bulunamamistir (Kruskal-Wallis testi, Kikare =16.86, df=2, p<0.001, Sekil.4.2-D).
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4.2. Gelisim Donemlerine Gore Kusaklarin Degerlendirilmesi

Genel olarak gelisim donemleri arasinda viicut agirliginin nimflerde daha diisiik
oldugu tespit edilmistir (ANOVA, Bonferroni test, p<0.001 sekil.4.3-A) ayni sekilde
genel viicut biyiikligi skoru (Kruskal-Wallis, Kikare = 95.03, df= 2, p<0.001) sol
arka femur uzunlugu bakimimdan nimfler, juvenil ve yash erginlere gore daha kiigiik

viicut biiyiikliigiine sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Kutikular melanizasyon bakimindan her ti¢ kusakta erkek ve disi ayirt edilmeksizin
bakildiginda herhangi anlamli bir farkliliga rastlanmamustir (Kruskal-Wallis, Kikare=
0.75, df= 2, p=0.688, Sekil4.4-C;). Humoral ve hiicresel immiin aktivitelerin gelisim
donemlerine gore seyri her bir parametreye gore farklilik gostermistir. HPK gelisim
donemlerinde farklilik gostermistir (Kruskal-Wallis, Kikare=18.25, df=2, p<0.001,
Sekil4.3-B). HPK nimflerde, juvenil ve yash erginlerden daha yiiksek oldugu
saptanmistir (ANOVA, Bonferroni test, juvenil i¢in p<0.001; yash ergin igin
p=0.010, Sekil4.3-B). FA hayvan yaslandik¢a her donemde 6onemli derecede artis
gostermistir (Kruskal-Wallis, Kikare= 26.77, df= 2, p<0.001, Sekil 4.3-C). Ergin
donemde yash bireylerde daha yiiksek fenoloksidaz aktivitesi saptanmistir (ANOVA,
Tamhane test, p=0.027). LA’nin HPK’na benzer sekilde nimflerde daha yiiksek
bulunmus ancak ergin gruplar arasinda farklilik goriilmemistir (Kruskal-Wallis,
Kikare= 4.27, df= 2, p=0.118, Sekil 4.4-D). Ancak bu farklilik sadece nimf ve geng
erginler arasinda onemlilik gostermistir (ANOVA, Tamhane test, p=0.018). ENK
yetenegi bakimindan gelisim donemleri arasinda énemli bir farklilik saptanmamaistir

(Kruskal-Wallis testi, Kikare= 5.98, df= 2, p= 0.050, Sekil 4.4-A).

Daha gelismis bir analiz yapildiginda (GLMM) immiin parametreler ve toplam
kutikular melenizasyon iizerinde gelisim siiresi, viicut agirhigi, viicut biytikliigi,
kusak gelisim donemleri ve esey faktorlerinin etkileri Cizelge 4.1 verilmistir. Tiim bu
parametreler iizerinde kusak farkliliginin ve gelisim donemlerinin énemli derecede
etkili oldugu gortilmiistiir. Viicut agirh@inin sadece FA {izerinde etkili olmasi dikkat
cekicidir (Sekil4.8.B). Gelisim siiresinin uzamast ve viicut biiyiikliigi toplam
kutikular melanizasyon iizerinde pozitif etki olusturmustur (diger ayrintilar i¢in bkz.

Cizelge 4.2, 4.3, 4.4) (Sekil 4.10).
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Cizelge.4.1. Baz1 immiin sistem parametreleri ve toplam kutikular melanizasyonu {izerine
cesitli faktorlerin etkileri (GLMM, bireylerin kiinyeleri random faktor olarak
analize eklenmistir). Degiskenler iizerinde etkili olan faktorler bold olarak

gosterilmistir.
Degiskenler/Etkenler F dfl  df2 p
Hemolimfteki Protein Konsantrasyonu
Model  25.04 8 322 <0.001
Gelisim siiresi 3.14 1 322 0.077
Viicut agirhign ~ 0.006 1 322 0.937
Viicut biyiikliigi/PCA  0.893 1 322 0.345
Kusak  64.06 2 322 <0.001
Gelisim donemleri  8.099 2 322 <0.001
Esey  2.995 1 322 0.084
Fenoloksidaz Aktivitesi
Model  17.52 8 285 <0.001
Geligim siiresi 0.46 1 285 0.498
Viicut agirhign~ 23.51 1 285 <0.001
Viicut biyiikliigi/PCA  0.740 1 285 0.390
Kusak  4.66 2 285 0.010
Gelisim donemleri  11.68 2 285 <0.001
Esey  2.858 1 285 0.092
Litik Aktivite
Model  30.30 8 323 <0.001
Gelisim siiresi 3.84 1 323 0.051
Viicut agirligi 0.96 1 323 0.329
Viicut biiyiikliigi/PCA  0.114 1 323 0.736
Kusak  69.98 2 323 <0.001
Gelisim donemleri 6.51 2 323 0.002
Esey  3.003 1 323 0.084
Enkapsiilasyon
Model 5.06 8 304  <0.001
Gelisim stiresi 3.26 1 304 0.072
Viicut agirhign~ 0.036 1 304 0.850
Viicut biiyiikligi/PCA  0.256 1 304 0.613
Kusak  10.33 2 304  <0.001
Gelisim donemleri 3.05 2 304 0.049
Esey 6.47 1 304 0.011
Toplam Kutikular Melanizasyon
Model  71.59 8 327 <0.001
Gelisim sliresi ~ 14.15 1 327 <0.001
Vicut agirhign  0.224 1 327 0.636
Viicut biiyiikliigi/PCA  59.50 1 327 <0.001
Kusak  102.86 2 327 <0.001
Gelisim donemleri  18.42 2 327 <0.001
Esey 5.43 1 327 0.020
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Cizelge 4.2. Tiim gruplarin dahil edildigi genel korelasyona iligkin 1. kusak i¢in sonuglar. Normal dagilim gdsteren veriler i¢in Pearson, digerleri i¢in
Spearman korelasyon metodlar1 kullanilmistir. Onemli ¢ikan sonuglar bold olarak verilmistir).

Kusak GS VA HPK FA LA ENK AFU VB/PCA TKM
Gelisim Siiresi r/rho 1.000
(glin) (GS) p-degeri
N 123
Viicut Agirhgr* r/rho 0.752 1.000
(VA) p-degeri <0.001
N 123 123
Protein r/rho -0.181 -0.199 1.000
Konsantrasyonu p-degeri 0.049 0.030
(HPK)" N 119 119 120
Fenoloksidaz r/rho 0.401 0.534 -0.292 1.000
Aktivitesi (FA) p-degeri <0.001 <0.001 0.003
N 105 105 101 105
Litik Aktivite r/rho 0.300 0.315 -0.093 0.256 1.000
(LA) p-degeri 0.001 <0.001 0.315 0.009
N 121 121 118 104 122
Enkapsiilasyon r/rho -0.031 -0.171 0.257 -0.190 -0.100 1.000
(ENK) p-degeri 0.737 0.063 0.006 0.054 0.282
N 119 119 115 104 117 119
Arka Femur r/rho 0.799 0.874 -0.276 0.377 0.211 -0.002 1.000
Uzunlugu (AFU)  p-degeri <0.001 <0.001 0.004 <0.001 0.030 0.985
N 108 108 105 92 106 105 108
Viicut r/rho 0.796 0.904 -0.245 0.463 0.212 0.047 0.973 1.000
Biiyiiklugi/PCA  p-degeri <0.001 <0.001 0.017 <0.001 0.038 0.653 <0.001
N 97 97 94 82 96 94 97 96
Toplam r/rho -0.622 -0.591 0.227 -0.191 -0.127 0.031 -0.708 -0.702 1.000
Kutikular p-degeri <0.001 <0.001 0.029 0.087 0.222 0.765 <0.001 <0.001
Melanizasyon* N 96 96 93 81 95 93 96 96 96
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Cizelge 4.3. Tiim gruplann dahil edildigi genel korelasyona iligkin 2. kusak i¢in sonuglar. Normal dagilim gsteren veriler i¢in Pearson, digerleri i¢in
Spearman korelasyon metodlar1 kullanilmistir. Onemli ¢ikan sonuglar bold olarak verilmistir).

Kusak GS VA HPK FA LA ENK AFU VB/PCA TKM
Gelisim Siiresi p-réggéri 1.000
(gin) (GS)* N 93
Viicut rérflo . 82?1 1.000
< 1 p-degeri .
Agirligi(VA) N 93 93
Protein r/rho 0.080 -0.128 1.000
Konsantrasyonu p-degeri 0.460 0.233
(HPK)" N 88 88 88
Fenoloksidaz o o e TS 1.000
L > p-deger1 . <0. .
Aktivitesi (FA) N 84 84 80 84
. L r/rho 0.037 -0.265 -0.070 -0.095 1.000
L't'kL’:kﬂV'te p-degeri 0.727 0.010 0.515 0.388
(LA) N 93 93 88 84 93
Enkapsiilasyon r/rho 0.103 0.234 0.086 0.007 -0.119 1.000
(ENK)* p-degeri 0.342 0.029 0.441 0.948 0.273
N 87 87 82 79 87 87
Arka Femur rirho ' 0,079 0.621 -0.266 0.248 -0.164 0.071 1.000
Usranlugu'(AFU) p-degeri 0.465 <0.001 0.015 0.028 0.127 0.524
N 88 88 83 79 88 83 88
Viieut r/rrlo ' -0.042 0.726 -0.324 0.268 -0.205 0.182 0.910 1.000
Biiyiikliigi/PCA* p-degeri 0.701 <0.001 0.004 0.019 0.001 0.109 <0.001
N 84 84 79 76 84 79 84 84
Toplam Kutikular r/rho -0.290 -0.217 -0.039 0.100 0.091 -0.048 -0.273 (())214310 1.000
Melanizasyon p-deger 0.008 0.049 0.732 0.395 0.412 0.078 0.013 .83 83
N 83 83 78 75 83 78 83




Cizelge 4.4. Tiim gruplarin dahil edildigi genel korelasyona iliskin 3. kusak i¢in sonuglar. Normal dagilim gdsteren veriler i¢in Pearson, digerleri i¢in
Spearman korelasyon metodlar1 kullanilmistir. Onemli ¢ikan sonuglar bold olarak verilmistir).

ov

Kusak GS VA HPK FA LA ENK AFU VB/PCA TKM
Gelisim Siiresi p-i/ig::ri 1.000
(giin) (GS) N 194
Viieut r/rho 0.117 1.000
. p-degeri 0.106
Agirhigi(VA) N 194 194
Protein r/rho 0.114 0.011 1.000
Konsantrasyonu p-degeri 0.115 0.884 193
(HPK)” N 193 193
Fenoloksidaz r/rho 0.032 0.480 -148 1.000
1010KS p-degeri 0.682 <0.001 0.059
Aktivitesi (FA) N 163 163 163 163
L rirho 0.039 -0.102 0.138 -0.143 1.000
"'t”((L’;';E{V'te p-degeri 0.596 0.164 0.060 0.075
N 186 186 185 157 186
Enkansillasvo rirho 0.167 -0.023 0.075 -0.076 0.238 1.000
n (é’N‘:()iy n p-degeri 0.030 0.772 0.335 0.364 0.002 167
N 167 167 166 143 160
Arka Femur rirho 0.093 0.682 0.012 0.361 -0.116 -0.172 1.000
Unmlugu (AFUy=  Pdeger 0.236 <0.001 0.876 <0.001 0.145 0.040
gt N 166 166 165 142 158 143 166
Viteut rirho 0.016 0.756 -0.63 0.458 -0.192 -0.129 0.900 1.000
e p-degeri 0.841 <0.001 0.428 <0.001 0.018 0.129 <0.001
Biyiklugi/PCA* N 159 159 158 136 152 140 159 159
Toplam Kutikular r/rho -0.243 -0.507 0.064 -0.302 0.125 -0.016 -0.487 -0.471 1.000
P p-degeri 0.002 <0.001 0.429 <0.001 0.129 0.853 <0.001 <0.001

Melanizasyon N 157 157 156 134 150 138 157 157 157




4.3. Gelisim Donemlerine Gore 3 Kusak
4.3.1. Nimflerin 3 kusak’a gore karsilastirilmasi

Nimflerde gelisim donemi I. ve Il. Kusak arasinda Il. ve Ill. kusak arasinda farklilik
gostermemisken I. ve Ill. kusak arasinda farklilik saptanmamistir. (ANOVA,
Bonferroni, I.-II. kusak i¢in p<0.001; I.-III. kusak i¢in p= 0.073). Viicut agirhig: 1.
kusak ile IL.ve III. kusak arasinda farklilik gostermistir (ANOVA, Bonferroni,
p<0.001) II. ve Ill. kusak arasinda 6nemli bir farklilik saptanmustir (Sekil.4.3.A).
Hemolimfde ki protein konsantrasyonu I. ve Il. kusak arasinda nimflerde farklilik
gostermis ancak L.- 1ll. (ANOVA, Bonferroni, p= 0.010) ve Il.- Ill. kusak arasinda
(p= 0.004) farklilik gostermistir (Sekil.4.3-B). FA 1. kusak nimflerde II. ve IIL
kusaklara gore daha diisiik degerlerde Olglilmistir (Sekil.4.3-C) (ANOVA,
Bonferroni, p<0.001). LA her kusakta anlamli bir sekilde artis gostermistir
(ANOVA, Bonferroni, p<0.001) (Sekil.4.3-D). ENK kusaklar arasinda anlamli bir
farklilik gostermesede III. kusakta gelisim donemleri arasinda giderek azalan bir
grafik gostermistir (Sekil.4.4-A). Arka femur uzunlugu (Sekil.4.5-C) ve viicut
biiyiikliigii skoru benzer bir egilim gostermis II. ve III. kusak arasinda farklilik yok
iken I. kusaktaki nimfler daha disiik viicut biiylikligi ve arka femur uzunluguna
sahip olduklart tespit edilmistir (Sekil.4.5-B-C). Toplam kutikular melanizasyon
bakimindan nimfler her 3 kusakta birbirinden farklilik géstermis olup III. kugaktaki
nimflerin daha koyu kutikulaya sahip olduklari saptanmistir (ANOVA, Bonferroni,
I.-I1. kusak i¢in p=0.022; II.-III. kusak i¢in p<0.001) ( Sekil.4.4-C).

4.3.2. Juvenil (Geng¢ Ergin) Bireylerin 3 kusak’a gore karsilastirilmasi

Geng erginlerde her {i¢ kusakta gelisim donemleri arasinda 6nemli derecede fark
bulunmustur (ANOVA, Bonferroni, p= 0.001). Viicut agirhigi geng erginlerde ii¢
kusak arasinda énemli bir farklilik géstermemistir. Sadece 1. kusak II. ve III. kusaga
gore daha diisiik VA’na sahiptir (ANOVA, Tamhane, I. ve Il. kusak i¢in p= 0.054, 1.
ve Ill. kusak p= 0.715) ( Sekil.4.3-A). Hemolimfteki protein konsantrasyonu geng
ergin kusaklar arasinda bir fark bulunamazken (ANOVA, Bonforroni p=0.194) I. ve
III. kusak arasinda ve III. kusak ile diger her iki kusakta onemli derecede farklilik
tespit edilmis olup Ill. kusakta en yliksek protein konsantrasyonu ol¢lilmiistiir

(ANOVA, Benforron, I. ve III. kusak i¢in p= 0.194, digerleri p<0.001) (Sekil 4.3-B).
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FA Il. ve Ill. kusak arasinda farklilik gostermemis sadece Il. kusakta I. kusaga gore
onemli derecede daha yiiksek bir aktivite saptanmistir (ANOVA, Bonferroni, p=
0.024) (Sekil 4.3-C). LA juvenillerde II. ve 1ll. kusakta daha yiiksek saptanmis olup
I. kusaktan anlamli derecede farklidir (ANOV A, Tamhane, p<0.001) (Sekil 4.3-D).
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Sekil 4.5. Gelisim Dénemleri Arasinda Ki Viicut Agirhigi (A),
Viicut Biiyiikligii (B), Arka Femur Uzunlugu (C) ve
Toplam Kutikular Melanizasyondaki (D) Degisimler

ENK lLve Ill. kusak arasinda farklilik gostermistir. Benzer sekilde toplam viicut
biiytikligi skoru bakimindan Il. kusakta ki gen¢ erginler daha biiyiik degerler
saptanmistir (ANOVA, Bonferroni, I.-I1. kusaklar i¢in p=0.003; I1.-III. kusaklarda p=
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0.001) (Sekil 4.4-A) Toplam kutikular melanizasyon her kusakta giderek onemli
derecede artmistir (ANOVA, Bonferroni, p=<0.001) ( Sekil.4.4-C).
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Sekil 4.6. Gelisim Donemleri Arasinda ki Hemolimteki Protein
Konsantrasyonu(A), Fenoloksidaz  Aktivitesi(B),
Lizozim Aktivitesi (C) ve Enkapsiilasyon(D)
Degisimleri

4.3.3. Yash Ergin Bireylerin 3 kusak’a gore karsilastirilmasi

Erginlerin gelisim donemlerine gore 111 kusak birden ele alindiginda LA ve kutikular
melanizasyon normal dagilim gdstermemistir. Eseye gore juvenillerde FA, LA ve
ENK normal dagilim gostermemistir. Eseye gore nimflerde tiim veriler normal
dagilim gostermistir (Cizelge 4.1). Gelisim donemlerine gore yash erginlerde
kusaklar arasinda LA ve toplam kutikular melenizasyon farklilhik gostermistir
(sirastyla Kruskal-Wallis, Kikare= 62.15, df= 2, p<0.001; Kikare = 53.81 df= 2,
p<0.001) (Sekil.4.3-D; 4.4-C). Gelisim siireleri yash erginlerde i¢in her {i¢ kusakta

43



da 6nemli derecede farklilik gostermistir (ANOVA, Bonferroni, p<0.001). Viicut
agirh@r kusaklar arasinda farklilik gostermemistir (Sekil 4.3-A). Hemolimfteki
protein konsantrasyonu kusaklar arasinda onemli derecede farklilik gostermistir
(Sekil.4.3-B) (ANOVA, Bonferroni, p<0.001) FA ergin yashlarda farklilik
gostermemistir. 1.ve 3. Kusak arasinda kismen farklilik varsada istatiksel agidan
onemli degildir (ANOVA, Bonferroni, p= 0.081) (Sekil 4.3-C). LA 2. ve 3. kusaklar
arasinda farklilik gostermemis (ANOVA, Bonferroni, p= 0.418) ancak 1. kusakta
daha yiiksek LA ger¢eklesmistir (ANOVA, Bonferroni, p<0.001) (Sekil 4.3-D). ENK
1. kusakta daha kii¢iik bulunmus olup, 1. ve 2. kusaklarda énemli bir farklilik ortaya
cikmamustir (Sirasiyla ANOV A, Bonferroni, p= 0.003, p= 0.366) (Sekil.4.4-A). Arka
femur uzunlugu ve toplam viicut biiytikliigii skoru bakimindan erginlerde kusaklar

arasinda bir fark bulunamamuistir.

4.4. Viicut Biiyiikliigii, Viicut Agirhg Gelisim Siiresi ve Immiin Parametreler

Arasinda Tliskiler

Viicut agirligr ve viicut biiytikliigii arasinda her ii¢ kusakta pozitif bir iliski oldugu
saptanmigtir (Cizelge 4.2-4.4, Sekild.7-A). Vicut agirligi ve toplam kutikular
melanizasyon arasinda genel olarak negatif bir iliski oldugu goriilmiis ve bu iligkileri
I. ve Ill. kusaktan anlamli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.1, Sekil4.8-B). Viicut
agirh@ ile litik aktivite arasinda ki iliskiler belli bir diizende olmayip sadece I.
kusakta pozitif bir iliski saptanmistir (Cizelge 4.2-4.4, Sekil 4.9.A). Hemolimfteki
protein konsantrasyonu ile viicut agirligi kusaklar arasinda herhangi bir iligki

bulunamamustir (Cizelge 4.2-4.4, Sekil 4.10).
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Sekil 4.8. Viicut Agirliginin, Kutikular Melanizasyonla
Olan Iliskisi

Ilging bir sekilde viicut agirlig: ile fenoloksidaz aktivitesi arasinda her ii¢ kusakta

pozitif iligki oldugu goriilmistiir (Sekil.4.9-B). Viicut biiyiikligii ile hemolimf de ki
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protein konsantrasyonu arasinda I. ve Il. kusakta negatif iligki oldugu saptanmustir.

(Sekil.4.10-B)
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Cizelge 4.5. Tiim gruplarin dahil edildigi disi ve erkek bireylere gore genel korelasyona iliskin sonuglar. Normal dagilim gdsteren veriler i¢in Pearson,
digerleri i¢in Spearman korelasyon metodlar1 kullanilmistir. Onemli ¢ikan sonuglar bold olarak verilmistir)

Esey GS VA HPK FA LA ENK AFU VB/PCA  TKM
Gelisim Siiresi (giin) (GS) r/rho 1.000
p-degeri
N 187
Viicut Agirhigi*(VA) r/rho 0.093 1.000

p-degeri  0.205
N 187 187

Protein Konsantrasyonu r/rho -0.364 -0.116 1.000

(HPK)" p-degeri <0.001  0.118
N 183 183 183
Fenoloksidaz Aktivitesi (FA)  r/rho 0.079 0.542 -0.214 1.000
p-degeri  0.306 <0.001 0.006
N 0.171 0.171 167 171
Litik Aktivite (LA)* rirho -0.263 0.034 0.118 0.028 1.000
D p-degeri <0.00L 0645 0012 0718

N 183 183 179 168 83

Enkapsiilasyon * (ENK) rirho 0.001 -0.023 0.214 -0.027 0.189 1.000
p-degeri  0.986 0.769 0.006 0.734 0.015
N 170 170 166 157 166 170

Arka Femur Uzunlugu(AFU)*  r/rho 0.228 0.736 -0.242 0.338 0.017 -0.056 1.000

p-degeri  0.003 <0.001 0.002 <0.001 0.827 0.491
N 168 169 165 156 165 150 169

Viicut Biiyiikligi/Pca* rirho 0.137 0.802 -0.245 0.466 0.014 -0.027 0.949 1.000
p-degeri  0.089 <0.001 0.002 <0.001 0.863 0.749 <0.001
N 0.156 156 152 145 152 143 156 156

Toplam Kutikular rirho -0.603 -148 0.359 -0.084 0.272 0.085 -0.272 -0.226 1.000
Melanizasyon* p-degeri  <0.001 0.066 <0.001 0.316 0.001 0.314 0.001 0.005

N 156 156 152 145 152 143 156 156 156

*Pearson korelasyonu, digerleri Spearman
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Cizelge 4.5. Tim gruplarin dahil edildigi disi ve erkek bireylere gore genel korelasyona iligkin sonuglar. Normal dagihm gosteren veriler i¢in
Pearson,digerleri icin Spearman korelasyon metodlart kullanilmistir. Onemli ¢ikan sonuglar bold olarak verilmistir)(devami)

Esey GS VA HPK FA LA ENK AFU VB/PCA  TKM
Gelisim Siiresi (giin) (GS)  r/rho 1.000
p-degeri
N 223
Viicut Agirhigi*(VA) r/rho 0.064 1.000

p-degeri 0.339
N 223 223

Protein Konsantrasyonu r/rho -0.239 0.211 1.000

(HPK)" p-degeri <0.001  0.002

N 217 217 218

Fenoloksidaz Aktivitesi r/rho -0.170 0.429 0.104 1.000

(FA) p-degeri 0.022 <0.001 0.170
N 181 181 177 181
Litik Aktivite (LA)* r/rho -0.331 0.314 0.354 0.177 1.000
E p-degeri <0.001 <0.001 <0.001 0.018

N 217 217 212 177 218

Enkapsiilasyon * (ENK) r/rho 0.164 0.104 -0.149 -0.025 -0.037 1.000
p-degeri 0.019 0.141 0.037 0.751 0.608
N 203 203 197 169 198 203

Arka Femur r/rho 0.248 0.697 -0.061 0.228 0.025 0.080 1.000
Uzunlugu(AFU)* p-degeri 0.001 <0.001 0.402 0.004 0.738 0.287

N 193 193 188 157 187 178 193

Viicut Biiyiikligii/Pca* r/rho 0.114 0.796 -0.052 0.323 0.132 0.163 0.897 1.000
p-degeri 0.125 <0.001 0.492 <0.001 0.077 0.033 <0.001
N 184 184 179 149 180 170 170 184

Toplam Kutikular r/rho -0.575 -0.115 0.362 0.154 0.517 -0.157 -0.368 -0.222 1.000
Melanizasyon* p-degeri <0.001 0.126 <0.001 0.065 <0.001 0.044 <0.001 0.003 180

N 180 180 175 145 176 166 180 180

*Pearson korelasyonu, digerleri Spearman
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Eseye Gore Olan Iliskisi

4.5. Hiicresel ve Humoral Bagisiklik Parametrelerinin Esey’e Gore Durumu
Viicut agirligr (log) eseylere gore her ii¢ kusak i¢in de normal dagilim gostermistir
(Kolmogorov-Simirnov, p<0.05). Viicut biyikligi Kruskal-Wallis testine gore

disiler arasinda anlamli bir fark gostermezken, erkek bireyler arasinda I. kusak II. ve

III. kusaga gore daha diisik VB’ne sahiptir (Sekil.4.16-B). Toplam kutikular
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melanizasyon disi (Kruskal Wallis tets, Kikare= 76.594, df= 2, p<0.001) ve erkek
(Kikare= 74.043, df= 2, p<0.001) bireylerde kusaklar arasinda giderek artis
gostermistir  (Sekil.4.16-C). LA normal dagilim goéstermemis ve karekok
transformasyonu alinmis olup, disiler homojen dagilirken erkek bireyler homojen
dagilim gostermemistir. Disi ve erkek bireyler kusaklara gore karsilagtirildiginda her
iki esey i¢in de I. kusak II. ve IIl. kusaga gore farkli bulunmustur (ANOVA,
Tamhane test, p<0.001). HPK’nu I. ve II. kusak arasinda disi ve erkek bireylerde fark
bulunmaz iken III. kusak disi ve erkek bireylerinde diger kusaklara gore daha yiiksek
HPK’na sahiptir Kruskal-Wallis test (disi i¢in; Kikare=55.740, df=2, p<0.001; erkek
icin, Kikare=74.123, fd=2, p<0.001) (Sekil.4.16-D). FA disiler arasinda fark
gostermezken erkek bireyler arasinda I. kusakta erkek bireyler arasinda daha diisiik

bulunmustur (Kruskal-Wallis test, Kikare=21.810, df=2, p<0.001) (Sekil.4.17-B).
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4.6. Gelisim Donemlerine Gore Erkek ve Disi Bireylerin Karsilastirilmasi

Gelisim donemlerine gore viicut agirligi karsilastirildiginda disi nimflerde jiivenil ve
yaslt ergin bireylere gore istatiksel, erkek bireyler arasinda higbir donem fark
bulunmamistir (ANOVA, Tamhane, p<0.001) (Sekil.4.18-A) LA disi ve erkek
bireyler i¢in normal dagilim gostermektedir erkek bireyler arasinda anlamli bir fark
bulunmazken disi nimf bireylerde Juvenil ve yash erginlere gore LA daha yiiksek

bulunmustur (Kruskal-Wallis testi, Kikare=4.330, df=2, p=0.115) (Sekil.4.19-B).
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Geng Juvenil bireyler i¢in viicut agirligi, fenoloksidaz aktivitesi, viicut biyiikligii,
arka femur uzunlugu ve toplam kutikular melanizasyon bakimindan her iki esey
arasinda farklilik saptanmustir (sirasiyla F= 57.30, p<0.001; F= 17.55, p<0.001; F=
29.24, p<0.001; F=28.94, p<0.001; F=4.35, p= 0.039). Ancak gelisim siiresi,
hemolimfdeki protein konsantrasyonu, litik aktivite, ve enkapsiilasyon yetenegi
bakimindan bir farklilik gériilmemistir (sirastyla F= 0.003, p= 0.084; F= 0.001, p=
0.990; F= 0.010, p= 0.920; F= 0.011, p= 0.918). Nimflerde erkek ve disi arasinda
sadece toplam kutikular melanizasyon bakimindan farklilik saptanmistir (F=5.98 p=
0.016) digerleri arsinda bir farklilik bulunamamistir (Sekil.4.18-C). Eseye gore ergin
yaglilarda gelisim donemleri bakimindan herhangi bir fark saptanmamistir (F= 2.02;
F= 0.158). Erkek ve disiler arasinda viicut agirligit hemolimfdeki protein
konsantrasyonu, fenoloksidaz aktivitesi ve enkapsiilasyon aktivtesi bakimindan
farklilik saptanmistir (sirastyla f=37.65, p<0.001; =25, p<0.001; f=18.55, p<0.001 ;
f=5.71, p=0.018). Litik aktivite arka femur uzunlugu, viicut biyiikligi skoru ve
toplam kutikular melanizasyon bakimindan erginlerde erkek ve disi arasinda 6nemli
derecede bir fark bulunamamistir (sirasiyla f= 0.60, p=0.439; f=1.83, p=0.179;
f=3.05, p=0.083; f=0.021, p=0.886) (Diger ayrintilar i¢in Cizelge 4.5 bkz).
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4. TARTISMA

Bocekler diinyadaki mevcut hayvan tiirlerinin yaklasik %75’ini olugturmakta olup,
biyogesitlilik agisindan gosterdikleri uyumsal basar1 nedeniyle “bagisiklik”
caligmalar1 konusunda da ilgi ¢eken bir gruptur (Sevgili, 2016). Omurgali tiirler
yabanci hiicre ve patojenleri tanimak ve yok etmek i¢in hem dogal hem de adaptif
bagisiklik  (edinsel  bagisiklik) ~mekanizmalarina  sahipken, omurgasizlar
enfeksiyonlarla savasmak i¢in sadece dogal bagisikliga sahiptir (Hoffmann ve
Reichart, 2002; Janeway ve Medzhitov, 2002; Cooper ve Alder, 2006). Boceklerde
bagisiklik 6zellesmemis dogal tepkilere dayali siiregleri kapsar ve ayn1 zamanda
patojen tanima sisteminin oldukg¢a hizli isledigi bir sistemdir ve genel olarak humoral
ve hiicresel tepkiler birlikte de diistiniilebilir (Sevgili, 2017). Humoral tepkiler
koagiilasyon ve hemolimfin melanizasyonu gibi enzimatik yolaklarla diizenlenen,
bocek yag dokusunda antimikrobiyal peptidlerin iiretimiyle sonuglanirken, hiicresel
tepkiler hemolimf icerisinde dolasan hemositlerin aktivitelerini kapsar (Gillespie ve
ark., 1997). Bu immiin tepkiler patojenlerin fagositozunu, nodiilasyonunu ve
enkapsiilasyonunu icerir (Tunaz, 2004; Tsakas ve Marmaras, 2010). Boceklerde
siklikla iki anahtar immiin parametre lizerinde g¢alisilmaktadir; fenoloksidaz (FA)
yolagi ve litik aktivite (LA). Manduca sexta ile yapilan bir g¢alismada FA
aktivasyonunun iggalci mikroorganizmalar1 bloke eden ve dldiiren ¢ok sayida enzim
iceren (proteinaz, oksidaz gibi) bocek savunma sisteminin tamamlayici bir 6gesi
olduguna isaret edilmistir (Zhao ve ark., 2007). Lizozimler bakteri hiicre duvarindaki
peptidoglikanlar1 ¢ézen bir grup enzim olup pek ¢ok bdcek grubunda bakteriyal
diren¢ ile baglantilidir (Moret ve Schmid-Hempel, 2001). Lizozim aktivitesi ayn
zamanda genel olarak dogal bagisiklik sisteminde viicuda giren daha biiyiik
organizmalarin yok edilmesinde rol olan enkapsiilasyon yetenegi ile de pozitif iliski
gosterdigi bilinmektedir (Sevgili, 2016). Bir¢cok arastirmada gelisim siiresine bagh
olarak viicut blyiikliigli ve yas arasindaki potansiyel etkilesimdeki varyasyon
erginlerdeki uyumsal siireci anlamada kiiglik bir katki yapar (De Block ve Stoks,
2005). Hem morfolojideki degisim (biiyiime orani gibi) hem de bagisiklik gibi
fizyolojik stireclerin birlikte degerlendirilmesi ergin uyumundaki degiskenligi
anlamak i¢in 6nemli yollardan birisidir (Rolff ve Siva-Jothy, 2003; Rolff ve ark.,
2004).
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Bu arastirmada Akdeniz kara gekirgesi Gryllus bimaculatus’un Ordu ilinden
toplanmis ve laboratuarda yetistirilmis populasyonundan ii¢ farkli kusakta ve
ontogenetik (nimf —N, ii¢ gilinlikk ergin-GE ve yash ergin-YE) humoral ve hiicresel
bazi immiin aktivitelerin degisimi incelenmistir. Arastirma sonucunda ilk dikkat
ceken durum kusaklar arasindaki gelisim siiresinin (yumurtadan-erginlige gegen
zamana kadar gecen giin sayisi) ¢cok farkli olusudur. Oysa deney sartlar1 (beslenme-
ad libitum, sicaklik, fotoperiyot, kutulardaki birey yogunlugu vs.) her ii¢ kusak igin
de aymi olmustur. Genel olarak G. bimaculatus’larda ortalama olarak erginlesme
stiresi literatiire gore 50-60 giin arasinda degismektedir (Hammerschmidt ve ark.,
2012). Sicaklik artis1 bu gelisim siiresini azaltabilecegi bildirilmistir (Behrens ve
ark., 1983).

5.1. Viicut Agirhgi, Viicut Biiyiikliigii, Kutikular Melenizasyon Sonug¢lar1 ve

Immiin Parametreler

Viicut biiyiikliigli yasam gegmisi Ozelliklerinden en ¢ok etkilenen parametrelerden
birisi olsa da Cekirgelerde (Orthoptera) genetik olarak kalitilabilir oldugu bircok
arastirmada ortaya konmustur (Simons ve Roff, 1994; Mousseau, 1997; Ryder ve
Siva-Jothy, 2001). Viicut biyiikliigiiniin es tercihinde avantajli oldugu siklikla tespit
edilmis ve ozellikle G. bimaculatus’da erkek viicut boyutunun rekabet yetenegi ve
ciftlesme basarisi i¢in 6nemli etkileri oldugu bildirilmistir (Simmons, 1986; Bateman
ve ark., 2001). Fakat viicut biiyiikliigli immiine yeterliklilk icin tek basina Olciit
olarak kullanilanilamayacagin1 Rantala ve Roff, (2005), tarafindan G. bimaculatus
ile yapilan ¢alismada daha biliyilik erkekler i¢in daha yiiksek antibakteriyal aktivite
(litik aktivite) tespit edilmisken kiigiik viicut dlglisiine sahip erkeklerden daha diisiik
ENK yetenegine sahip oldugu bulunmustur. Bu calismada tam aksine erkek
bireylerde viicut biiytlikliigli ile ENK arasinda pozitif iligki saptanmigken LA ve VB
arasinda herhangi bir iliski bulunamamistir. Yine G. bimaculatus ile ayni1 familyada
yer alan (Gryllidae) Ev gekirgesi Acheta domesticus kapsiilleme yetenegi, hemosit
miktar1 ve viicut biiylikliigli (VB) arasinda pozitif genetik korelasyon goriilmektedir
ve bu disi bireylerin es se¢iminde yiiksek ENK yetenegine sahip bireyleri tercih
ettigini gostermektedir (Ryder ve Siva-jothy, 2001). Bu ¢alismada virjin bireyler ile
calisma planlandig i¢in immiin parametrelere gore ciftlesme ve es secimleri

caligmamis, fakat VB parametresi, viicut agirligi (VA), ENK ve FA ile pozitif iligki
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gostermistir. Bu durum viicut biyiikligi ile iliskili immiin aktivitelerin de yasam
gecmisi  Ozelliklerine etki eden genetik faktdrlerden etkilenebildigi seklinde
yorumlanabilir. G. bimacularus’da viicut boyutunun erkek rekabetinde ve disi
bireylerin es se¢iminde Oonemli oldugu gorilmistir (Simmons, 1986a; Simmons,
1986b). Daha biiyiilk viicuda sahip bireylerin fizyolojik ag¢idan daha avantajli
olmalarinin yaninda, rekabette de daha avantajli olduklar1 ve teritoriyal davraniglarda

belirgin bir avantaj sagladiklar1 agiktir (Whitman, 2008).

Boceklerde kutikular melanizasyonun bir dizi yasam Oykiisiiyle baglantili oldugu
diistiniilmektedir (Prokkola ve ark., 2013). Kutikular melanizm ve dogustan gelen
immiin parametreler boceklerdeki yaygin fizyolojik yolaklari paylasabilir. Bu
fonksiyonel baglanti bdocek renk polimorfizmlerinin korunmasma katkida
bulunabilecegi diisiincesiyle Prokkola ve ark., (2013) tarafindan Un kurdu (T.
molitor) ile yapilan g¢alismada Ozellikle dogal popiilasyonlarda renklenme ve
bagisiklik parametreleri arasinda iliski oldugunu gdsteren kanitlar bulunmustur.
Diger bocekler iizerinde yapilan ¢aligmalarda oldugu gibi, Mormon ¢ekirgesi’nde (A.
simplex) kutikular melanizasyonun bagisiklik parametrelerinden ENK ve FA ile
pozitif iliskili oldugu goriilmiistiir (Bailey, 2011). Melanin sentezinde FA enziminin
anahtar rolii oldugu bilinmektedir (Cerenius ve Soderhall, 2004). Melanin hem
omurgali hemde omurgasiz gruplarda parazitlere kars1 direngte 6nemli bir pigmentir
(Soderhall ve Ajaxon, 1982; Nappi ve Vass, 1993). FA enziminin hemosit ve kutikul
igerisinde bulundugu, sklerotizasyonda ve melanizimde onemli katkisi oldugu
bilinmektedir bu nedenle fenoloksidazin kalitimi bagisiklik i¢in 6nem arz etmektedir
(Andersen, 1985). Mormon ¢ekirgesi’nde (A. simplex) yapilan ¢alismada yesil- az
melanik ve kahverengi-daha melanik nimfler karsilastirildigina kahverengi nimflerin
daha yiiksek ENK yetenegine sahip oldugu yetiskin bireylerde ise bu durumun
beklenenin aksine oldugu goriilmistir. Yine aymi g¢alismada LA ve kutikular
melanizasyon arasinda iligki bulunamamasi diger calismalar ile tutarhidir (Bailey,
2011). Ornegin yusuf¢uk Coenagrion puellada (Joop ve ark., 2006) ve giive
Mamestra brassicae (Goulson ve Cory, 1995) iizerinde yapilan arastirmalarda da
benzer sonuglar bulunmustur. Bu ¢alismada her bir kusak boyunca kutikular
melanizasyon artis gostereren en melanik bireyler III. kusaga aittir. Yine gelisim

donemleri arasinda I. kusak haric N- GE ve YE doneme dogru kutikular
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melanizasyon artis gostermis birinci kusakta ise N grubunda daha yiiksek
bulunmustur. Toplam kutikular melanizasyon (TKM) VA ve gelisim siiresi (GS)
parametreleri ile giiglii ancak negatif bir iliski géstermistir. Bu sonuglar gosteriyor ki
tiirin dogal populasyonlarinda renk ve bagisiklik fonksiyonu arasindaki iliskiyi daha
iyi anlamak icin, bagisiklik savunmasinin gelisimini etkileyebilecek diger iliskili
faktorleri dikkate almak gerekir. Kutikular melanizasyon ve farkli bagisiklik
parametreleri arasindaki iliskilerdeki tutarsizlik bocek tiirlerine 6zgii yasam 6ykiisii,
gelisimsel, fizyolojik ve c¢evresel durumun tiim faktorleri etkiledigini

diistindiirmektedir (Bailey, 2011).

5.2 Hiicresel ve Humoral Bagsikhk Parametrelerinin Kusaklara Gore

Degerlendirilmesi

Dogustan gelen bagisiklik parametreleri ergin ve nimfal gelisim donemlerinde
degigebilir (Pinera ve ark., 2013). Bugiine kadar bocekler iizerine yapilan
calismalarda nimf ve ergin donem arasindaki bagisiklik sisteminin karsilastirildigi
calisma sayisi olduk¢a azdir (6rn. Gryllus integer: Adamo ve ark., 2001; Apis
mellifera: Giétschenberger ve ark., 2012; Locusta migratoria: Mullen ve
Goldsworthy, 2003; Dendroctonus valens: Shi ve Sun, 2010; Anabrus simpleksi,
Syrgley, 2012). Pinera ve ark., (2013)’nin A. domesticus iizerinde yaptiklari
calismada her deri degisiminden sonra enzimatik bagisikligin geri distiigi
goriilmiistiir. Bu calismada deri degisiminden sonraki 5. giinden itibaren anlik ve
toplam FA yasla birlikte artis baglamistir ve bu durum deri degisimi sirasinda Juvenil
Hormon tarafindan FA’nin inhibasyonuna bagli enzimatik bagisiklik ve deri
degistirmenin  ¢atisma  igerisinde  oldugu  seklinde  yorumlanmaktadir.
A.domesticus’da son devre nimfal donemden ergin doneme gegiste hemolimfdeki FA
mikrarinda gii¢lii bir artig goriiliirken hemosit miktart ve LA miktarlarinda anlamli
bir degisme goriilmemistir. Yine ENK oran1 en yiiksek nimfal grupda gozlenmistir.
Bu calismada FA her ii¢ kusak i¢inde gelisim donemleriyle paralel sekilde yas ile
birlikte artis gdstermis ve en yliksek FA degeri YE (25 yas) grupta dl¢lilmiistiir yine
bu ¢alisma ile uyumlu bir sekilde ENK en yiliksek nimfal grupta bulunmustur. Bu
calismayla uyumlu bir sekilde larva veya nimf donemlerine gore erginlerde FA nin
anlamli bir sekilde artis gosterdigi Balarist A. mellifera (Wilson-Rich ve ark., 2008),

Mormon ¢ekirgesi A. simplex (Srygley, 2012) ve Ev circirt A. domesticus (Pinera ve
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ark., 2013) tarafindan da gosterilmistir. Ancak bu bulgularin tam tersi (ergin
donemde hemolimfteki FA’nin azalmasi) Dendroctonus valens (Coleoptera) (Shi ve
Sun, 2010) ve erkek G. texensis’te (Orthoptera) (Adamo ve ark., 2001) rapor
edilmistir. FA enzimi boceklerde dogustan gelen bagisiklik sisteminin temel bileseni
oldugu bilinmektedir (Pinera ve ark., 2013). Yetiskinlerde anlik ve toplam FA
nimflerin ¢ok tiizerinde bir konsantrasyona sahip olmasi muhtemelen deri
degistirmenin durmasiyla ilgilidir (Srygley, 2012). FA’ndeki bu degisimin
nedenlerinden biriside hormonal ¢evrenin nimfal donemden ergin doneme geciste
degisiklige ugramasindan kaynaklandigi seklinde acgiklanmistir. Ciinkii boceklerde
nimfal donem boyunca Corpora allata’dan salgilanan juvenil hormon (JH) bir diger
nimfi olusturacak deri degisimi i¢in korunmaktadir. Nimfin viicut agirligi kritik
degere ulastiginda JH hizla azalir ve deri degisimi i¢in ektizon hormonu seviyesi
artar (Gilbert ve ark., 2002). Bu sonug¢ enzimatik bagisiklik ile deri degistirme
arasindaki karsitlik nedeniyle JH tarafindan deri degistirme sirasinda FA’nin inhibe
edilmesi seklinde de yorumlanmistir (Rolff ve Siva-Jothy, 2002). JH titresi nimfal
donemler arasinda yliksek deri degisimi sonrasinda erginlife dogru diisiiktiir ve
FA’nin hem kutikular tabakalanma hem de enfeksiyonlara karsi olan bagisikliktaki
gorevi nedeniyle gelisim siirecindeki roliiyle bagisiklik fonksiyonu arasinda bir
tezatlik olusmaktadir (Srygley, 2012). JH enjekte edilen ergin un kurdunda (T.
molitor) hemolimfteki FA ve enkapsiilasyon yetenegi azalirken, LA etkilenmemistir
(Rantala ve ark., 2003b). Lipopolisakkarit (LPS) enjekte edilmis Gryllus assimilis’te
erginlesmeden sonraki 3. haftadan itibaren nodulasyon reaksiyonunda azalma
basladig1 ve hemolimfte sirkiile olan hemosit sayisinda ise yasa bagli olarak siirekli

bir diigiis oldugu bilidirilmistir (Park ve ark., 2011).

Uremeyle ilgili sinyallerin erkek bireyin saghigmi ortaya koyan bir belirtecler
oldugunu ve bu sekonder eseysel karakterlerin disiyi ¢iftlesmeye ikna edecek sekilde
evrimlestigi birgok c¢alisma ile kesinlesmistir (Rantala ve Kortet, 2002). G.
bimaculatus’un erkek bireyleri de disisine kur sarkisi ve davranigi yapar (Von
Hormann-Heck, 1957; Rantala ve Kortet, 2002). Disi bireylerin desibeli yiiksek
impuls oranina sahip ve uzun siireli sinyal iireten erkekleri tercih ettigi goriilmistiir
(Rantala ve Kortet, 2002). Bu secilim disi bireyin ayn1 zamanda yiiksek ENK’ye

sahip bireyi tercih ettigini de gostermektedir. Bu calismada sadece virjin bireyler
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tizerinde ¢alisma yapildigi i¢in ciftlesme ve es seg¢imlerine dair veri toplanmamastir.
Un kurdu Tenebrio molitor’de disiler yiiksek ENK yetenegine sahip bireyleri
feromonlar araciligi ile buldugu (Rantala ve ark., 2003) ve ilging bir sekilde Acheta
domesticus 'da erkek kur sarkilar1 ile kapsiilleme yetenedi arasinda bir iligki
bulunmadig1 her 6tiislin hemosit miktari ile arasinda pozitif iliski oldugu gortilmiistiir
(Ryder ve Siva-Jothy, 2001). Bir ¢ok ¢alisma boceklerdeki kapsiilleme yeteneginin
ve hemosit miktariin kalitilabilir oldugunu bildirilmistir (Carton ve Bouletreau,
1985; Carton ve ark., 1992; Kraaijeeveld ve ark., 2001; Ryder ve Siva-Jothy, 2001).
Bu arastirmada hemosit miktar1 6l¢iilmemis bunun yerine HPK na bakilmis ve erkek
bireylerde ENK ile arasinda pozitif iliski bulunmustur. Yine Kurtz ve Sauer, (1999)
LA ve fagositoz yeteneginde kalitsal varyasyonlar saptamistir. Bu nedenle disiler
yavrularinda parazit direncini artirmak icin bu kur sarkilarina gére es tercihi yaptig
bildirilmigtir. Boceklerde bagisiklik fonksiyonunun kismen kosula bagli olduguna
dair kanitlar vardir. Ornegin D. melanogaster’de bireylerin melanin iiretimi ile
bagisiklik yanitinin  olusturabilmesi ic¢in genetik kalitmin yaninda besin
bulunabilirligi de etkili olmustur. Fakat G. bimaculatus 'un kur sarkilarinin kosula
bagli olup olmadig1 bilinmemektedir (Sang ve Burnet, 1963). Yine disi bireylerin
tercih ettigi kur sarkilarinin LA ile negatif iligki gdstermesinin nedeni bilinmese de
neslin devamu i¢in hiicresel bagisiklik yerine humoral bagisikliga daha ¢ok yatirim

yapildigin diisiindiirmektedir.

Gelisim siiresi ve viicut biyiikliigii arasinda anlamli pozitif fenotipik korelasyon
bulunmustur. Hizl1 gelisen bireyler daha kiigiik boyutta erginlesmislerdir. Bu sonug
Rantala ve Roff, (2005) bulgulari ile tutarlidir. Yine hizli gelisen bu bireylerde
hemosit miktar1 ve ProFA artis gdsterir iken gelisim stiresi ile hemosit sayis1 arasinda
negatif iliski saptanmistir (Hammerschmidt ve ark., 2012). Bu tez ¢alismasinda ise
gelisim stiresi, HPK ile tiim kusaklar i¢in giiclii negatif iliski géstermisken VB ile
giclii pozitif iliski bulunmustur. Kantitatif genetik analiz, LA disinda (Rantala ve
Roff, 2006 tarafindan Gryllus firmus i¢in rapor edilmistir), tim yasam ge¢misi ve
bagisiklik o6zellikleri icin anlamli ek genetik varyans gostermistir. Yine Cotter ve
ark., (2004) tarafindan Spodoptera littoralis’de yaptiklar1 ¢alismada hemolimfteki

hemosit miktar1 ve FA arasinda pozitif iliski saptanmistir. Yapilan bu ¢alismalar yine

gosteriyor ki boceklerde hemosit miktart artikga entomopatojene karsi yiiksek direng
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sergilenmektedir (Strand, 2008). G. bimaculatus ile yapilan bu ¢alismada {i¢ kusak
icin de FA ve HPK arasinda negatif iliski bulunmustur. Y1l boyunca ¢ok sayida nesil
veren (multivoltin) bu ¢ekirgede fotoperiyota bagli olarak iireme donemi ve
gelisiminde de degisiklik olabilmekte ve bu nedenle yasam gegmisi 6zelliklerinin ve
bagisiklik parametrelerinin  esnek olmast ve ortam sartlarindan etkilenmesi

kacinilmazdir (Hammerschmidt ve ark., 2012).

Hayvanlarda hastalik direncini tahmin etmek zor bir istir (Norris ve Evans, 2000;
Zuk ve Stoehr, 2002). Farkli immiin parametreler ile farkli patojenlere direng
arasindaki iliskiyi dogrulamak i¢in konaker direng testlerinin kullanilmasi 6zellikle
boceklerle calisirken Onemlidir. Biiyiik tiirlerde bagisiklik organizasyonu farkli
olabilir (Hoffmann ve ark., 1996). Bir immiin tehdidine karsilik olarak lizozim
benzeri aktivitedeki artis ne kadar biiytlik olursa, bir erkek Gram pozitif veya Gram
negatif bakteriyle enfeksiyondan hayatta kalma basaris1 da paralel olarak artacaktir.
Tek bir bagisiklik parametresinin, tiim hastaliklara karsi direnci tahmin etmesi olasi
degildir (Boa-Amponsen ve ark., 1999). Farkli tipteki patojenler, farkli immiin
savunma formlar1 tarafindan yok edilir (Dimopoulos ve ark., 1997) ve bu farkli
formlar, birbirleriyle pozitif olarak iligkili olmayabilir (Moret ve Schmid-Hempel,
2001). Dahasi, direng sadece bagisiklik tepkisinin bir islevi degildir, ayn1 zamanda
bagisiklik sisteminin isgalcileri tanimasi yetenegine de baghdir (Rigby ve ark.,
2002). Bu yetenek yiiksek oranda antijene spesifik olabilir (Roitt ve ark., 1996).
Yapilan bu galismada LA 1II. ve III. kusak igin nimflerde en yiiksek seviyede olgiiliir
iken I. kusak i¢in gen¢ ergin (3 giinliik) grupta yiiksek bulunmustur. Yine bu
sonuglarla aym sekilde LA, VB/PCA ve VA ile 1. kusak hari¢ negatif iligki
gostermistir. Yapilan ¢alismada I. kusak laboratuvar ortaminda yetisen VI. nesilden
elde edilmis ve daha ¢ok kendilesmis bir grup iken istenmeyen durumlar neticesinde
deneyin ¢okmesi ile yeni olusturulan kiiltiirtin (II. ve III. kusak) laboratuvara uyum
siirecinden kaynakli bir farklilik olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu nedenlerden
oOtiirli, birka¢ patojene karst immiin duyarliliginin OSl¢lilmesi, hayvanin dogal
cevresindeki 6nemli patojenleri tanima yeteneginin tahmin edilmesi giictiir (Vernick,
1997). Bir tiirlin ana patojenlerini belirlemek, o©zellikle yildan yila farklilik
gosterebilecegi i¢in detayli olarak arastirilmasi gereklidir (Smith, 1965).
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Boceklerdeki hiicresel ve humaral bagisiklik sistemi tizerine genellikle laboratuvar
kosullarindaki durumu incelenmis olup dogal yasam ortamlarindaki bagisiklik
fonsiyonlarinin rolii ve populasyonlar arasindaki durumu ¢ok az bilinmektedir. Bu
calismada G. bimaculatus’a ait ti¢ farkli kusakta da immiin parametrelerin viicut
biiyiikliigli ve birbirleriyle olan iligkileri nimf ve ergin donemlerde olduk¢a
varyasyonel oldugu goriilsede kusaklara arasinda FA ile pozitif iligkili iken HPK ve
LA ile negatif iliski bulunmustur. Kusaklar arasinda III. kusakta en yiiksek HPK
Olclilsede gelisim donemleri karsilagtirildiginda nimfal grup en yiiksek HPK’na
sahiptir. Gelisim siiresi ile negatif korelasyon gdsteren yasam gecmisi 6zellikleri ¢ok
sayida tiirden bildirilmistir (Roff, 2000). Kald: ki, kendilesen populasyonlarda
parazit ve patojenlere direnci etkileyen immiin tepkilere iliskin erkek ve disilerdeki
genetik varyasyonun yonii birbirlerinden farkli olabilmektedir (Rantala ve Roff,
2007).

5.3 Hiicresel ve Humoral Bagisiklik Parametrelerinin Esey’e Gore Durumu

Erkeklerin bagisiklik sistemi ile tireme faliyeti arasinda enerji degis tokusu (trade-
off) yapip yapmadigim1i belirlemek omurgalilarin  bagisiklik  sisteminin
karmagikligindan dolay1 giigtiir. Bu sebepten basit bir bagisiklik sistemine sahip olan
Gryllus texensis’de bu durum incelenmistir. Immiin yeterlilik icin FA, hemosit
miktart ve Serratia marcescens bakterisine kars1 duyarliligi 6l¢giilerek hesaplanmistir.
Juvenil donemde FA aktivitesi disi ve erkek bireylerde fark gostermezken ergin
donemde erkek bireyler FA ve S. marcescens’e karsi direng disi ve juvenil erkeklere
oranla azalmistir (Adamo ve ark., 2000). Yine Srygley ve ark., (2009) tarafindan
yapilan calismada disilerin erkeklere gore daha yiiksek FA’ne sahip olduklar
saptanmistir. Bu ¢alismada daha yiiksek protein oranli diyete tabi tutulan
cekirgelerde de daha yiiksek FA saptanmistir. Yine ayn1 ¢alismada ENK yetenegi ile
LA’nin viicut agirhig ile pozitif korelasyon gosterdigi de bildirilmistir. Bu ¢alismada
FA nimf dénemde erkek bireylerde az da olsa yiiksek bulunsa da ergin dénemde
disilerde ti¢ kusak icin de yiiksek deger gostermistir. Yine ¢alismada VA, LA ile
giiclii pozitif iligki gosterir iken ENK ile anlamli bir iliski bulunamamistir.
Hastaliklara kars1 savunmada rol alan melanizasyon yolagi (FA) ve renklenme gibi
eseye ait gorsel faktorlerden sorumlu bilesenler ayni zamanda disilerde yumurtalarin

koriyonlarinin koyulagmasindan da sorumludur (Li ve Christensen, 1993).
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Dolayisiyla erginlerde immiin yeterlilik ile eseye ait karakterlerin ortaya cikisi ve
yumurtanin yasayabilirligi arasinda dengeleme/iliski beklenir (Zuk ve Stoehr, 2002)
Ergin disilerde daha yiiksek FA’nin olmas1 yumurta iiretimi slirecinde melanizasyon
ihtiyaci icin FA yolagimin daha fazla calismasi gerektigi iizerinden agiklanabilir
(Ferdig ve ark., 1993; Lu ve ark., 2014). Scathophaga stercoraria (Sar1 giibre sinegi)
yiiksek FA’ne sahip olan disilerin daha biiylik yumurtlama yerine sahip olduklari ve
daha fazla yumurta biraktiklar1 saptanmistir (Schwarzenbach ve Ward, 2006).
Dolayisiyla ergin ve eseysel olarak aktif donemde disilerde daha yliksek FA’nin
olmasi lireme basarisi ile agiklanabilir. Erkek daha ¢ok giinliikk ciftlesme oranini
arttirmaya yonelik bir strateji igerisinde oldugu i¢in uyumsal olarak uzun yasamaktan

ziyade ciftlesme basarisi i¢cin daha ¢ok enerji harcar

Akrep sineklerinde (Mecoptera, Panorpa vulgaris) immiin yeterliligin iki dl¢isi,
lizozim benzeri antibakteriyel aktivite ve in vitro fagositoz kapasitesi, ergin disilerde
ergin erkeklere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Kurtz ve ark., 2000).
Ornegin, G. bimaculatus ile aym familyadan olan Acheta domesticus’ta son devre
disi nimfleri, aymi yastaki erkeklere gore, Serratia liquefaciens bakterisi ile
enfeksiyona karsi daha direngli oldugu saptanmistir (Gray, 1998). Bu sonuglar, bazi
taksonlarda bu degis tokusa testosteronun aracilik ettigini one siirse de, bagisiklik ve
ireme arasindaki degisimlerin bir¢cok taksonda var olabilecegini ileri siirmektedir
(Wedekind ve Jakobsen, 1998; Kurtz ve ark., 2000). Bu hipotezi dogrudan test etmek
i¢in, bagisikliga yatirilan enerji miktarini manipiile etmek ve bunun iireme tizerindeki
etkisini degerlendirmek (ve tersi) gibi daha iler1 deneylere ihtiyag vardir. Bu
calismada ise LA gelisim donemlerinde her kusak i¢in farkli bir seyir izlese de erkek
bireylerde disilere gore daha yiiksek oldugu bulunmus ve GS ile LA disi ve erkek
bireylerde negatif iliski gosterir iken HPK ile pozitif iliski gostermistir. Bir baska
arastirmada G. bimaculatus i¢in LA cinsiyetler arasinda farklilik gostermemistir
(Rantala ve Roff, 2005). Rantala ve Roff, (2005), G. firmus’da yaptiklar1 ¢aligmada
disi bireylerde erkeklere gore daha yiiksek ENK oranina sahip oldugunu ancak LA
de cinsiyetler arasi fark olmadigini bildirmisler ve bu ¢alismada immiin
parametrelerden ENK ve LA arasinda fenotipik veya genetik iliski bulunamamustir.
Bu bagisiklik sisteminin farkli kollar1 arasindaki uzlasiy1 6neren 6nceki ¢alismalar ile

tutarsizdir (Moret ve Schmid - Hempel, 2001; Rantala ve Kortet, 2003; Siva - Jothy,
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2003; Cotter ve ark., 2004a; Rantala ve Roff, 2005). Fakat bu tezdeki bulgular ENK
ve LA arasinda uzlasi olmadigini gosteren galismalar ile tuttarlidir (Fedorka ve ark.,
2004; Rantala ve Kortet, 2004). Fenotipik ve genetik iliskilerdeki bu varyasyonlar
bagisiklik sisteminin bilesenleri arasindaki kovaryansin olusumunu anlamak igin
sistemi etkileyen fizyolojik mekanizmalar arastirilmalidir. Yine ayni tiirde (G.
bimaculatus ) yapilan bir ¢calismada ENK yetenegi, VB ve GS ile negaif iligki
gosterirken LA, VB ve GS ile pozitif iliski gostermistir (Rantala ve Roff, 2005).
Allenomobius socius’ta (Gryllidae) VB ile calisilan herhangi bir bagisiklik
parametresi arasinda herhangi bir iliski saptanmamistir (Fedorka ve ark., 2004). Yine
Zuk ve ark., (2004) tarafindan yapilan ¢alismada T. oceanicus ve T. commodus
tirlerinde ENK ve VB arasinda iliski bulunamamistir. Bu calismada VB, her iki
cinsiyette de FA ile pozitif iliskili iken HPK ile sadece disilerde, ENK ile erkek
bireylerde pozitif iligki gostermistir. Gelisimin farkli donemlerinde yasam ge¢misi ve
immiin ozellikler beslenme, rekabet, lireme gibi faaliyetlerdeki farkliliklar nedeniyle
olduk¢a varyasyonel olabilmektedir. Hem dogal secilim unsurlar1 hem de eseysel
secilim unsurlart hayvanin uyumunu sekillendirerek diger bircok 6zellikte oldugu
gibi immiin tepkiler iizerinde de belirli 6l¢iide esneklige neden olur. Bu nedenle
immiin aktiviteler dogal bagisiklik sisteminde hem ¢evresel hem de genetik faktorler
tarafindan nimfal ve ergin donemlerde birbirleriyle dengelemeye gitmek

durumundadirlar (Pinera ve ark., 2013; Khan ve ark., 2016).

Omurgasiz hayvan grubunda disilerin erkelere gore daha zayif immiin tepkiler
gosterdigi bildirilmis, fakat bu konu tartisilmaya devam etmektedir (Zuk ve McKean,
1996; Kurtz ve ark., 2000; Kurtz ve Sauer, 2001; Rolff, 2002; McKean ve Nunnet,
2005). Dolayisiyla literatiire bakildiginda bazi tiirler i¢in “disilerin erkeklere gore
daha yiiksek immiin yeterlilige sahip” olduguna iliskin hipotez desteklenmemektedir.
Diger taraftan popiilasyonlarin dogal yasam alanlar1 ve laboratuvar sartlarinda farkl
immiin tepki gdsterdiklerine iliskin ¢alismalar da séz konusudur. Ornegin, calisilan
tir G. bimaculatus ile ayn1 familyada yer alan birbirlerine ¢ok yakin iki tiir T.
ocaenicus ve T. commodus’da yapilan g¢alismada, T. oceanicus ENK yetenegi
bakimindan erkek ve disiler arasinda arazi ve laboratuvar popiilasyonlarinin her
ikisinde de farklilik saptanmamustir. T. commodus’da erkekler disilere gore hem

laboratuvar hem de arazi populasyonlarinda daha gii¢liit ENK tepkisi gostermistir
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(Zuk ve ark., 2004). Ancak bu iki tiiriin ¢ok farkli yasam ge¢misi 6zelliklerine sahip
oldugunu da belirtmek gerekir (T. commodus mevsimsel liremeye sahipken, T.
oceanicus herhangi bir mevsimsellik gostermez) (Zuk ve ark., 2004). Yaptigimiz
calismada sadece laboratuvar kosullarinda yetistirilen bireyler iizerinden immiin
sistem parametereleri karsilagtirilmistir. G. bimaculatus’da 1. ve II kusak i¢in erkek
bireylerde ENK yetenegi yiiksek bulunurken, III. kusak icin disilerde yiiksek
bulunmustur. Yine G. bimaculatus ile yakin akraba bir tiir olan G. firmus’da yapilan
calismada disi bireylerin erkeklere gore daha yiiksek ENK yetenegi gosterdigi
bildirilmistir (Rantala ve Roff, 2005). Eseyler arasindaki immiin yeterliligin temel
nedeni erkek ve diginin farkli yasam ge¢misi 6zelliklerine sahip olmasidir (Folstad ve
Karter, 1992; Rolff, 2002). Caligekirgesi Kawanaphila nartee’nin dogal
poplilasyonlarinda FA ve ENK bakimindan eseyler arasinda herhangi bir farklilik
goriilmemisken, laboratuvar ortaminda eseysel yatirim degeri deneysel olarak
arttirildiginda erkek immiin yatinminin disilere gore daha yiiksek oldugu ortaya
konmustur (Vincent ve Gwynne, 2014). Ureme donemine girmis erginlerde kinkantl
Carabus lefebvrei’nin FA diizeyinde eseysel dimorfizm saptanmigsken virjin

erginlerde herhangi bir eseysel farklilik goriilmemistir (Giglio ve ark., 2016)

Ozellikle iireme dénemine girmis eseylerde immiin aktivitelerin eseyler arasinda
farklilasmasi beklenen bir durumdur. Ciinkii immiin aktiviteler olduk¢a maliyetli
stirecler icerir ve bu nedenle de hayvanin uyumu ve kisith kaynaklarin kullanimi
acisindan immiin savunmalar ile lireme, biiylime ve gelisme gibi 6zellikler arasinda
bir dengeleme s6z konusu olacaktir (Rolff, 2002; Zuk ve Stoehr, 2002; Rolff ve Siva-
Jothy, 2003) G. texensis’in iireme donemindeki erkeklerinde immiin yeterlilik

azalirken disilerde artis gosterdigi bildirilmistir (Adamo ve ark., 2001).
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6. SONUCLAR ve ONERILER
6.1. Genel Sonug¢

Bu calismada G. bimaculatus’un dogal bagisiklik parametreleri (fenoloksidaz
aktivitesi-FA, litik aktivite-LA, enkapsiilasyon-ENK, hemolimfteki protein
konsantrasyonu-HPK), son nimfal donem (N), iireme Oncesi yeni erginlesen bireyler
donemi (GE) ve ilireme donemine girmis nispeten yash bireylerde (YE) ti¢ farkli
kusakta karsilastirllmistir. Kusaklar arasinda gelisim siirelerinin ¢ok farkli olmasi
immiin sistem aktiviteleri lizerinde 6nemli bir varyasyona yol agmistir. Her bocek
tird farkli gelisim donemleri siiresince farklt immiinyeterlilik stratejilerine uyum
saglamistir. Bir ya da birden fazla hiicresel ya da humoral immiin tepki her bir
gelisim donemindeki 6miir uzunlugu ve tiirlin kendi yasam ge¢cmisi Ozellikleri
arasinda belirgin bir varyasyona sahiptir (Zuk ve Stoehr, 2002; Giglio ve Giulianini,
2013). Yaptigimiz ¢alismada VA ve VB arasinda her kusak i¢in giiglii pozitif iliski
goriilmiis iken kutikular melanizasyon ile negatif iliski gostermistir. VB yapilan
analiz sonucglarinda melanin temelli immiin aktivite (FA) pozitif iliskili iken,
beklenenin aksine LA Il. ve III. kusakta negatif iliski gostermis I. kusakta ise
beklenildigi gibi pozitif iliski bulunmustur. Diger immiin parametreler (hemolimfteki
protein kosantrasyonu-HPK ve hiicresel immiin tepki olan enkapsiilasyon-ENK)
gelisim ozellikleri ve viicut biiyiikliigii ile olan durumlar1 oldukg¢a degiskendir
Bateman’nin, (1948), prensibine uygun olarak FA tiim kusaklar i¢in disilerde daha
yiksek bulunmus fakat LA sadece 1. kusakta bu durumu saglamistir. Hemolimfteki
protein miktar1 Ozellikle nimfal evrede erginlere gore daha yiiksek diizeydedir.
Immiin aktiviteler farkli dénemlerde eseyler arasinda farkli derecelerde dimorfizm
gostermistir. Melanin temelli immiin direng ile iligkili oldugu rapor edilen kutikular
melanizasyonun erkek bireylerde disilere gore daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle
ireme donemlerinde her iki esey icin de immiin aktiviteler ile iireme i¢in gerekli
enerjinin fizyolojik olarak kullaniminda uyumsal varyasyonlara sahip olmalari hayati
derecede oOnemlidir. FA, LA, melanin temelli bagisiklik ile ilgili kutikular
melanizasyon (Fedorka ve ark., 2013b; Kutch ve ark., 2014) ve ENK gibi 6nemli
bagisiklik bilesenleri bakimindan birgok ¢alismada eseysel dimorfizm oldugu
saptanmistir (Adamo ve ark., 2001; Schwarzenbach ve ark., 2005; Shi ve Sun, 2010;
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Bailey, 2011; Prokkola ve ark., 2013; Vincent ve Gwynne, 2014). Daha ¢ok ¢iftlesip
daha fazla sayida yumurta dollenmeye uyum saglamis erkeklerle daha uzun
yasayarak daha fazla sayida yumurta basarisi saglamaya uyum saglamis disi stratejisi
(Bateman’in Kurali) bagisiklik fizyolojilerinde de farkliliklar ortaya cikarir (Rolff,
2002; Zuk ve Stoehr, 2002)

Direng baglaminda hastaliklara kars1 miicadele oldukca maliyetli olup immiin sistem
diger yasam gecmisi Ozellikleri ile siirekli bir dengeleme halindedir. Hastaliklarla
savag enerji i¢in kaynaklara ihtiya¢ duyar ve bu kaynaklar ayni1 zamanda “biiyiime”
ve “lreme” gibi diger uyumsal bilesenlerin kaynak gereksinimleriyle ¢akisabilir (Zuk
ve Stoehr, 2002). Bir¢ok omurgasiz ve omurgalida gelisim siiresince immiin
yeterliligin arttig1 bildirilmistir (Laughton ve ark., 2011). Gelisim siirecinde
bagisiklik tepkilerinin ortaya cikmasma yol agan enfeksiyona maruz kalmasi o
canlinin bliylime oranini disiirdiigli gibi ve yasayabilirligini de azaltacaktir
(Eleftherianos ve ark., 2008). Boceklerde nimfal donemden erginlige ve eseysel
olgunluk donemlerinden yasliliga olan silire¢ immiin degisimler iizerinde seg¢ilim
baskis1 olusturmaktadir (Zuk ve Stoehr, 2002; Wilson-Rich ve ark., 2008). Bu durum
ontogenik olarak gelisim siirecinde farkli immiin tepkiler arasinda da karsit
etkilesimler olduguna isaret etmektedir. Eseye ait farkli yasam stratejileri de immiin
yatirimlar arasinda bir dimorfizm olmasina yol acar. Bateman’in kurali erkeklerin
daha yiiksek iireme basarisina uygun bir yasam stratejisine uyum sagladiklarini,
disilerin ise daha uzun yasayarak daha fazla sayida yavru yapma yoniinde bir uyuma
sahip oldugunu iddia eder (Bateman, 1948; Trivers, 1972). Buradan da disilerin uzun
yasama uyum baglaminda erkeklere gore daha giiclii bagisiklik sistemine sahip
oldugunu 6ngoriiliir (Adamo ve ark., 2001; Rolff, 2002). immiin fonksiyonlar ile
biiylime orani arasindaki uzlasi oldugu bir¢cok bdcek immiin sistemi i¢in bildirilmistir
(Rantala ve Roff, 2005; Cotter ve ark., 2008; Vijendravarma ve ark., 2009). Fazla
enerji gereksinimi bir tarafa, giiglii immiin fonksiyon immiinopatoloji riskini
arttirabilmektedir (Ricklefs ve Wikelski, 2002; Zuk ve Stoehr, 2002; Graham ve ark.,
2005). Sonugta, optimal bagisiklik fonksiyonlart i¢in maksimum diizeyde bir immiin
fonksiyon gerekli degildir (Sheldon ve Verhulst, 1996; Zuk ve Stoehr, 2002). Ciinkii
farkli immiin aktiviteler farkli enerji miktarina ve besine gereksinim duyar (Van der

Most ve ark., 2011).
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6.2. Oneriler

Omurgasizlarda enfeksiyonlara, patojenlere ve yaralanmalara karsi dogal bagisiklik
sistemi ile miicadele edilir. Ulkemizin biiyiik bir béliimiinde tarim en 6nemli ge¢im
kaynaklarimizdan birisidir. Bu alanlarda yetistirilen bitkilerde en ¢ok zarara yol acan
veya tozlagsmayr saglayarak pozitif girdiler saglayan 6nemli gruplardan birisi de
boceklerdir. Kiiresel iklim degisikligi, giderek artan diinya niifiisu ve tiiketim talebi
karsisinda siirli kaynaklarin bulunmasi alternatif protein kaynak arayigini ortaya
cikarmistir (Huis ve Oonincx, 2017). Yine bocekler insanlar, canli hayvanlar ve
baliklar i¢in alternatif bir protein kaynagi olarak oOnerilmistir (Van Huis ve ark.,
2013). Bu ve buna benzer durumlar baglaminda boceklerin, daha genis anlamda
omurgasizlarin dogal bagisikliklarinin ekolojik acidan arastirilmasi Onemlidir.
Maalesef Tiirkiye adresli arastirmalarda omurgasizlarda “eko-immiinolojik”
arastirmalar yeterli diizeyde degildir. Bu arastirma ile bu alanda galisacaklar igin
oncil eko immiinolojik yaklagimlarin bir 6l¢iide tanitilmig olmasi 6nemli bir ¢giktidir.
Diger taraftan canli organizma ve laboratuvar Kkiiltiirii {izerinde c¢alismak
“devamlilik” gerektiren uzun soluklu sorumluluklar yiikler. Yeterli altyapi, kiiltiirii
takip edecek yeterli sayida ve yetkin insan kaynagiin olmayisi bircok zorluk ve
fedakarliklar1 da beraberinde getirmektedir. Bu tiir arastirmalarin yayginlastiriimasi
ve desteklenmesi dogal bagisikligin yasam gecmisi 6zellikleriye olan iligkilerini

anlamak agisindan 6nemlidir.
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