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OZET

Bu ¢alismanin amaci 4 farkl bitki tirii Elaecagnus rhamnoides, Quercus cerris, Coryllus maxima ve
Crataegus monogyna ile besleyerek Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki tarafindan enfekte edilen
Malacosoma neustria larvalarinin hayatta kalmasina ve bazi bagisiklik enzimlerine bitkilerdeki krom,
nikel, bakir ve ¢inko metal iyonlarmin etkisini aragtirmaktir. Diisiik nikel miktarina sahip Q. cerris ve C.
monogyna bitkileriyle beslenen larvalarda hayatta kalma orani yiiksek nikel miktarma sahip olan E.
rhamnoides ve C. maxima’ya gore daha dusiiktiir. En yiiksek bakir miktarina sahip Q. cerris bitkisi ile
beslenen larvalarda katalaz enzimi diger bitkilerle beslenen larvalara gore yiiksektir. En yiiksek ¢inko ve
en diisiik nikel miktarina sahip olan C. monogyna ile beslenen larvalarda glutatyon peroksidaz aktivitesi
en yliksektir. Diisiik ¢inko ve yiiksek nikel miktarina sahip olan E. thamnoides ile beslenen larvalarda en
diistik glutatyon peroksidaz aktivitesi bulunmustur. En yiiksek ¢inko igeren C. monogyna ile beslenen
enfekte edilmis larvalarda siiperoksit dismutaz aktivitesi en yliksektir. Yiiksek nikel ve bakir miktarina
sahip E. rhamnoides ile beslenen larvalarda hemosit sayisi en yiiksektir. En diisiik hemosit sayisi ise nikel
ve bakir miktarinin en az oldugu C. monogyna bitkisi ile beslenen larvalarda bulunmustur.

The Effects of some metal ions in some plants on the survival and some 1mmune
enzymes of Malacosoma neustria larvae infected by Bacillus thuringiensis subsp.
kurstaki

ABSTRACT

In this study, Malacosoma neustria larvae infected by Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki were fed
with 4 different types of plant species, Elaeagnus rhamnoides, Quercus cerris, Coryllus maxima and
Crataegus monogyna, in order to see the effects of chromium, nickel, copper and zinc heavy metal ions
in plants on the survival and the immune enzymes of these larvae. The larvae fed the C. monogyna plant
with the highest zinc content had the lowest survival rate. In the infected groups, the catalase enzyme
activity was the highest in larvae fed with the Q. cerris plant, which has a high chromium content, and
the lowest in the larvae fed with E. rhamnoides. In the larvae fed with the highest copper-containing Q.
cerris plant, the catalase enzyme was higher than the larvae fed with other plants. The larvae fed with C.
monogyna with the highest zinc content had the highest glutathione peroxidase activity. The lowest
glutathione peroxidase activity was found in the larvae fed with E. rhamnoides having low zinc content.
Superoxide dismutase activity was the highest in the infected larvae fed with the highest zinc containing
C. monogyna. The highest number of hemocytes were found in the larvae fed with E. rhamnoides
containing high amounts of nickel and copper, while the lowest hemocyte count was found in larvae fed
with C. monogyna plant, where the amount of nickel and copper was the lowest.
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1. Giris

stirekli degigsmektedir (Probst ve ark., 2012). Bu dogal

stiregler (volkanlar, erozyon, kaynak suyu) ve insan

Topragin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, ¢evrede
gergeklesen bir takim olaylar ve ayni zamanda
insanlardan kaynaklanan bir takim olaylardan dolay1
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kokenli aktiviteler bazen bitki, hayvan ve insanlar igin
topraklarda toksik diizeylerdeki agir metallerin lokal
birikimine neden olmaktadir (Sharma ve Agrawal, 2005;
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Florea ve Biisselberg, 2006; Boyd, 2010). Bu insan
kaynakli toprak Kkirleticileri ¢ogunlukla sanayi,
madencilik, motorlu araglar ve tarim dahil olmak {izere
bir takim olaylarin neticesinde meydana gelmektedir
(Butler ve Trumble, 2008). Metaller nispeten kiigiik
miktarlarda organizmalara genellikle toksik
olduklarindan dolay1 kirleticilerin énemli bir grubunu
olustururlar. Agir metallere 6rnek olarak bakir, demir,
¢inko, kursun, civa, kobalt, krom, nikel ve kadmiyum
verilebilir. Agir metallerin omurgali ve omurgasiz
hayvanlara etkileri literatiirde pek c¢ok c¢alismayla
(Heliovaara ve ark., 1989; Stone ve ark., 2002; van Ooik
ve ark., 2007, 2008; Sun ve ark., 2008) ortaya konmustur.
Yapilan calismalarin ¢ogunda konak olarak herbivor
bocek larvalar1 kullanilmaktadir. Bunun nedeni bocek
larvalarinin agiz yapisinin en ilkel agiz tipi olan ¢igneyici
agiz yapisina sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu
tip bir agiz yapisina sahip olmak bitkilerdeki metal
iyonlarimin  biriktirildigi  yapraklart yiyerek onlar1
viicutlarina almalar1 anlamina gelmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusmasinda ve bu tiirler
sebebiyle ortaya ¢ikan hasarin 6nlenmesi i¢in viicutta
gesitli  savunma  mekanizmalar1  bulunmaktadir.
‘Antioksidan savunma sistemleri’ olarak bilinen bu
siiflar; serbest radikalleri notralize edip, neden olduklar1
hasart onarmaya yardimci olur ve viicudun onlardan
etkilenmesini en aza indirir veya viicudun kendini
onarmasini saglamaktadirlar (Ames ve ark., 1993).
Antioksidan  savunma  sisteminde  glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
katalaz ve siiperoksit dismutaz yer almaktadir (Tuna,
2007). Stperoksit dismutaz, siiperoksit radikallerini,
katalaz ve glutatyon peroksidaz reaksiyonlari tarafindan
yikilabilen peroksite doniistiiriir (Freeman ve Crapo,
1980). Glutatyon peroksidaz, elektron kaynagi olarak
glutatyonu kullanarak hidrojen peroksit ve organik
hiperoksitlerin indirgenmesinden sorumlu bir enzimdir.
Mitokondri, sitosol ve hiicre membranlarinda
bulunmaktadir (Deaton ve Marlin, 2003). Katalaz ve
glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksidi su ve atomik
oksijene indirgemektedirler. Bu enzimlerin aktiviteleri
artmadan siiperoksit dismutazin aktivitesinin artmasi
hidrojen peroksidin birikmesine ve bdylece hidroksil
radikallerinin olugmasina neden olur (Garewal, 1997).
Katalaz, hidrojen peroksitin yiiksek
konsantrasyonlarinda daha etkilidir. Daha diisiik hidrojen
peroksit konsantrasyonunun séz konusu oldugu
durumlarda, bu aktif tiiriin soniimlenmesinde glutatyon
peroksidaz daha etkili olmaktadir (Duthie ve ark., 1989).

Bacillus thuringiensis Lepidoptera, Diptera ve
Coleoptera grubundaki boceklere karsi insektisidal
Ozellige sahip kristal yapida toksin iireten, spor olusturan,
gram pozitif ve aerobik bir toprak bakterisidir. B.
thuringiensis  topraktan, bdceklerden, depolanmis
iiriinlerden ve kozalakli agaglarin igne yapraklarindan
izole edilmistir (Demirbag ve ark., 2008). Baskin
bi¢cimde uygulanmig mikrobiyal kontrol ajanlarindan en
fazla yaygm olarak kullamlanm1 B. thuringiensis
bakterisidir (Lacey ve ark., 2001). B. thuringiensis

tarafindan  {retilen insektisidal proteinler hedef
organizmalar tizerinde bagirsak toksisitesine sahiptir. Bu
proteinlerin davranis hareketleri, alindiktan birka¢ saat
icinde bdcegin Oliimiine yol agan olaylarin bir
kademesine sebep oldugu disiiniilmektedir (Hofte ve
Whiteley, 1989; Gill ve ark., 1992, Knowles, 1994).
Zararl1 lepidopter larvalarina karsi aktif olan B.
thuringiensis insektisidal toksin proteinlerinin boceklere
etkisi gosterilmistir (Harvey ve ark., 1986; Knowles,
1994).

Tirkiye’de yliziik kelebegi olarak bilinen M.
neustria’nin elma, armut, ayva, kayisi, erik, badem,
seftali, vigne, kiraz, ahlat gibi meyve agaglari ile mese,
sogiit, giil, kugburnu, kavak, karaaga¢ gibi cali ve orman
agaclarinda zararli oldugu bilinmektedir (Kansu, 1955;
Bodenheimer, 1958; Sekendiz, 1974; Iren, 1977;
Canak¢ioglu ve Mol, 1998). Bu c¢aligmanin amaci
Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki tarafindan enfekte
edilen M. neustria larvalarinin beslendikleri farkli bitki
tirlerindeki bazi metal iyonlarinin onlarin hayatta
kalmalarina ve bazi bagisiklik enzimlerine ve hemosit
sayilarina etkisini arastirmaktir. Bu calismada metal
iyonlarinin etkisine odaklanmamizin nedeni biiyliime ve
hayatta kalmalarina olumsuz etkileri (Butler ve ark.,
2009) olabildigi gibi patojenlere karsi savunmada rol
oynamasi (Boyd ve ark., 1994) gibi farkli etkilere sahip
olabilmelerindendir. Aym1  zamanda literatiirdeki
calismalarda metal iyonlar1 ile bakteriyle enfeksiyon
arasindaki iliskiyi ortaya koyan ¢alismalarin az
olmasindandir. Bu c¢alismada kullanilan bitki tiirleri
Samsun Kizilirmak Deltasinda M. neustria’min
beslenmek i¢in en g¢ok tercih ettigi Elaeagnus
rhamnoides, Samsun ve c¢evresinde dogal olarak bol
bulunan Quercus cerris, il smurlar i¢inde findik ekili
arazilerin ¢ok bulunmasindan dolay1 Coryllus maxima ve
yine dogal olarak il sinirlart i¢inde bol bulunan
Crataegus monogyna bitkisi ¢alisma igin tercih
edilmigtir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Larvalarin Elde Edilmesi

Samsun ili Bafra ilgesi Kizilirmak Deltasi sinirlari
icindeki Cernek Golii civarina muhtelif zamanlarda arazi
yapilarak M. neustria tiiriine ait larvalar toplanmigtir.
Laboratuvara getirilen larvalar beslenmede kullanilacak
4 gruba ayrilarak kaplara alinmis ve son larva evresine
kadar o grubun bitkisi ile beslenmistir.

2.2. Beslenmede Kullanilan Bitkiler

Bu c¢alismada B. thuringiensis subsp. kurstaki
tarafindan enfekte edilen M. neustria larvalarina
beslemek amaciyla 4 farkl bitki tiirii E. rhamnoides, Q.
cerris, C. maxima ve C. monogyna kullanilmigtir. Bu
bitkiler giinliikk olarak alinarak larvalar beslenmistir.
Ayrica giinliik olarak bitki Odrnekleri alinarak etiivde
kurutulmustur.
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2.3. Beslenme Deneyleri

Beslenme  deneyleri iki  farkli  protokolde
yuriitiilmiistiir. Birinci protokolde enfekte olan grup ile
kontrol grubu arasinda hayatta kalma oranlarinin tespiti
i¢in her besin grubunda 50 larva olacak sekilde 4 farkli
besinle toplamda 200 larva beslenmistir. Ikinci
protokolde ise total hemosit ve Katalaz, glutatyon
peroksidaz ve siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri i¢in
4 farkli besinde her grupta 100 larva olacak sekilde 400
larva beslenmistir. Toplamda ise 600 larva ile ¢calisma
yiriitiilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan larvalar son larva
evresine gelen larvalardan secilerek yapilmistir. Kontrol
grubu hari¢ diger besin grubundaki larvalarin besinlerine
Btk bakterisi bulastirilarak 28 °C oda sicakliginda deneye
devam edilmistir.

2.4. Larvalarin Bakteri ile Enfeksiyonu

Larvalara bakteri enfeksiyonunu gergeklestirmek igin
600 nm dalga boyunda (ODsgo) 0.189 optik yogunlukta
olacak sekilde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Her
bitki grubundaki larvalar laboratuvarda 10 giin
beslendikten = sonra, yaprak {izerine hazirlanan
stispansiyondan 1 ml Btk bakterisi bulastirilarak iklim
odasinda 28 °C sicaklik ve 11kl (aydinlik) ortamda 3 giin
boyunca bu larvalarin beslenmeleri saglanmustir.

2.5. Hemolenfin Alinmasi

Larvalar 3 gilin bakteri bulastirilmigs besinlerle
beslendikten sonra larvalarin gogiis bolgelerinde (thorax)
bulunan 3. bacaklar1 kesilerek hemolenfleri alinmis ve
toplam  hemosit  sayisinin  hesaplanmast  i¢in
mikrokapiller tiip kullanilarak pupalardan 4 pl hemolenf
elde edilmistir. Hemolenf 36 pl antikoagulant (0.0098 M
NaOH, 0.186 M NaCl, 0.017 M Na2, EDTA ve 0.041 M
sitrik asit, pH:4.5) igeren ependorf tiiplerine transfer
edildi. Ependorf tiiplerden alinan hemolenf preparata
yayilarak, Giemsa boyasiyla boyanmis ve milimetre
kiipteki hemosit sayisi Jones formiili kullanilarak
hesaplanmistir (Jones, 1962).

2.6. Enzim Analizleri

Katalaz aktivite tayini Liich (1963) yontemiyle
yapilmistir. Siiperoksit dismutaz aktivitesi McCord ve
Fridovich (1969)’in spektrofotometrik metodu ve Flohe
ve Otting’in (1984) metodu ile belirlenmistir. Glutatyon
peroksidaz enzim aktivite tayini Lawrence ve Burk
(1976)’un yontemiyle yapilmistir.

2.7. Yapraklarin Kurutulmas: ve Ogiitiilmesi
Larvalarin  beslendigi agac¢ tiirlerinden yaprak
ornekleri almarak folyolar i¢ine konulacak iki ay

laboratuvar sartlarinda ve sonrasinda ise bes giin siireyle
50 °C'de etiivde kurutulmustur. Kurutulan yaprak
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ornekleri alinarak Ogiitiilmiis ve oOgiitillen yaprak
ornekleri naylon torbalarda saklanmustir.

2.8. Bitkideki Metal Iyonlarinin Analizi

Giinliik olarak alinan bitki Ornekleri etiivde
kurutulduktan sonra 1 gr bitki drnegi yas yakmaya tabi
tutularak daha sonra ICP-OES cihazi kullanilarak
bitkilerdeki metal iyonlarinin analizi yapilmustir.

2.9. Istatistik Analizler

M. neustria larvalarinin 4 farkl bitkiye gére hayatta
kalma oranlar1 arasindaki iliski i¢in Kaplan-Meier Yagam
Analizi testlerinden Log Rank testi kullanilmustir.
Beslenme deneylerinden elde edilen hemosit sayisini ve
enzim aktivasyonunu tespit etmek icin ANOVA Duncan
testi kullanilmigtir. Kontrol grubu ile enfekte edilen
larvalarin hemosit sayisini ve enzim aktivasyonunu tespit
etmek igin bagimsiz iki 6rneklem t testi kullanilmistir.

3. Bulgular

ICP-OES cihaz1 kullanilarak bitkilerdeki krom (Cr),
nikel (Ni), bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) agir metal iyonlarinin
miktarlart tespit edilmistir. 4 bitki tiiri icinde krom
miktar en yiiksek bitki C. maxima’dir. En disiik miktar
ise C. monogyna’da bulunmustur.

En diigiik nikel miktar1 C. monogyna bitkisinden elde
edilmigtir. Bakir miktar1 en yiiksek bitki Q. cerris’tir. Bu
bitkide diger bitkilere gore yaklasik 25 kat daha fazla
bakir oldugu tespit edilmistir. Cinko miktar1 en yiiksek
bitki C. monogyna’dir. En diisiik miktarlar ise Q. cerris
ve E. rhamnoides bitkilerinden elde edilmistir. Bitkilerde
bulunan krom, nikel, ¢inko ve bakirm logaritmik
miktarlar1 (log10) Sekil 1’de gosterilmistir. Bakteri ile
muamele edilmis dort farkl: bitki tiiri ile beslenen M.
neustria larvalarimin (her grup i¢in 50 larva) 10 giinliik
islem siiresince hayatta kalma analiz sonuglarina (Kaplan
Meier Testi) gore, E. rhamnoides bitkisiyle beslenen
larvalarda hayatta kalma oram1 % 68, Q. cerris ile
beslenenlerde % 14, C. maxima ile beslenenlerde % 30
ve C. monogyna ile beslenenlerde % 6 olarak tespit
edilmistir. Hayatta kalma oranlarmin Log Rank testine
gore sonuglart Cizelge 1°de gosterilmistir. Kontrol grubu
larvalarinda ise E. rhamnoides bitkisiyle beslenen
larvalarda hayatta kalma orami % 98, Q. cerris ile
beslenenlerde % 84, C. maxima ile beslenenlerde % 90
ve C. monogyna ile beslenenlerde % 84 olarak tespit
edilmistir. Kontrol grubu ile enfekte olan grup arasindaki
hayatta kalma oranlar1 Sekil 2°de gosterilmistir.

Enfekte edilen larvalarin oldugu grupta en yiiksek
katalaz aktivitesi Q. cerris ile beslenen larvalarda
gozlenmigtir. En disiik katalaz aktivitesi ise E.
rhamnoides bitkisiyle beslenen larvalardan elde
edilmigtir. Ayrica enfekte E. rhamnoides ile beslenen
larvalarda katalaz aktivitesi kontrole kiyasla diistiktiir.
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Sekil 1. Quercus cerris, Elaeagnus rhamnoides, Coryllus maxima ve Crataegus monogyna’da bulunan krom, nikel,
¢inko ve bakirin logaritmik (log) miktarlari

Cizelge 1. Bakteri ile enfekte edilmis larvalarin beslendikleri bitkilere gére hayatta kalma oranlarinin (Log Rank)

karsilastirilmasi
E. rhamnoides Q. cerris C. maxima C. monogyna
Chi- Chi-
Plants P Chi-Square P P Chi-Square P
Square Square
E. rhamnoides 8.050 0.003 3.543 0.043 9.523 0.003
Q. cerris 8.050 0.003 0.891 0.317 0.178 0.621
C. maxima 3.543 0.043 0.891 0.317 1.649 0.177
C. monogyna 9.523 0.003 0.178 0.621 1.649 0.177
120 -
100 -
80 -
60 - H enfekte edilen
20 - W kontrol
20 ~
0
Elaeagnus Quercus cerris Crataegus Corylus maxima
rhamnoides monogyna

Sekil 2. Kontrol grubu ve bakteri ile enfekte edilen larvalar arasindaki hayatta kalma oranlar1
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Enfekte edilen gruplar arasinda katalaz aktivitesi
bakimindan ANOVA Duncan testi sonuglaria (df=39,
F=2686.6, P<0.001) gore farklilik oldugu bulunmustur.
En yiiksek glutatyon peroksidaz aktivitesi C. monogyna
ile beslenen larvalarda gozlenmistir. En disiik glutatyon
peroksidaz aktivitesi ise E. rhamnoides bitkisiyle
beslenen larvalarda gozlenmistir. Bu farkliliklar arasinda
sadece enfekte C. maxima ile beslenen larvalarda
kontrole kiyasla daha diisiik bir glutatyon peroksidaz
aktivitesi elde edilmistir. Enfekte edilen gruplar arasinda
glutatyon peroksidaz aktivitesi bakimindan ANOVA
Duncan testi sonuglarina (df=39, F=79099.6, P<0.001)
gore farklilik oldugu bulunmustur. En diisiik stiperoksit
dismutaz aktivitesi E. rhamnoides bitkisiyle beslenen
larvalarda, en yiiksek C. monogyna bitkisiyle beslenen
larvalarda bulunmustur. Enfekte edilen gruplar arasinda
siiperoksit dismutaz aktivitesi bakimindan ANOVA
Duncan testi sonuglarina (df=39, F=611.5, P<0.001) gore
farklilik oldugu bulunmustur. Enfekte edilen larvalarda
SOD aktivitesi kontrollerine kiyasla daha yiiksektir.
Toplam hemosit sayisi en yiiksek E. rhamnoides
bitkisiyle beslenen larvalarda, en diisiik C. monogyna
bitkisiyle beslenen larvalarda ortaya ¢ikmistir. Toplam
hemosit sayist bakimindan gruplar arasinda ANOVA
Duncan testi sonuglaria ( df=39, F=4106.5, P<0.001)
gore farklilik oldugu bulunmustur.

Kontrol grubu larvalarda en yiiksek katalaz aktivitesi
E. rhamnoides ile beslenen larvalarda gézlenmistir. En
diisiik katalaz aktivitesi ise C. maxima bitkisiyle beslenen
larvalardan elde edilmistir. Enfekte edilen gruplar
arasinda katalaz aktivitesi bakimindan ANOVA Duncan
testi sonuglarina (df=39, F=4630.1, P<0.001) gore
farklilik oldugu bulunmustur. En yiiksek glutatyon

peroksidaz aktivitesi C. monogyna ile beslenen
larvalarda gozlenmistir. En diisiikk glutatyon peroksidaz
aktivitesi ise E. rhamnoides bitkisiyle beslenen

larvalarda gbzlenmistir. Enfekte edilen gruplar arasinda
glutatyon peroksidaz aktivitesi bakimindan ANOVA
Duncan testi sonuglarina (df=39, F=78112.2, P<0.001)
gore farklilik oldugu bulunmustur. En diisiik stiperoksit
dismutaz aktivitesi C. monogyna bitkisiyle beslenen
larvalarda, en yiiksek C. maxima bitkisiyle beslenen
larvalarda bulunmustur. Enfekte edilen gruplar arasinda
stiperoksit dismutaz aktivitesi bakimindan ANOVA
Duncan testi sonuglarina (df=39, F=1081.7, P<0.001)
gore farklilik oldugu bulunmugtur. ANOV A Duncan testi
sonuglarina (df=39, F=1081.7, P<0.001) Toplam hemosit
sayisi en yiiksek E. rhamnoides bitkisiyle beslenen
larvalarda, en diisiik C. monogyna bitkisiyle beslenen
larvalarda ortaya c¢ikmistir. Toplam hemosit sayisi
bakimindan enfekte edilen gruplar arasinda ANOVA
Duncan testi sonuglarina (df=39, F=117.2, P<0.001) gore
farklilik oldugu bulunmustur ve bu farklilik enfekte
gruplarda artan hemosit sayisi seklindedir.

Katalaz aktivitesi karsilastirildiginda E. rhamnoides,
C. maxima ve C. monogyna ile beslenen kontrol ve
enfekte edilen larvalarin aktivitelerinde farklilik oldugu,
Q. cerris’te ise kontrol ve enfekte edilen larvalar arasinda
farkhilik olmadigi bulunmustur. Iki 6rneklem t testi
sonuglari Cizelge 2’de gdsterilmistir.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi bakimindan kontrol
ve enfekte edilen gruplar arasinda farklilik oldugu
bulunmustur. Iki érneklem t testi sonuglari Cizelge 3’de
gosterilmistir.

Stiperoksit dismutaz aktivitesi bakimindan kontrol ve
enfekte edilen gruplar arasinda farklilik oldugu
bulunmustur. Iki 6rneklem t testi sonuglar1 Cizelge 4’de
gosterilmistir.

Toplam hemosit sayisi kontrol ve enfekte edilen
gruplar arasinda farklidir. Tki 6rneklem t testi sonuglar
Cizelge 5’de gosterilmistir.

Cizelge 2. Beslendikleri bitki tiirlerine gore enfekte edilen ve kontrol grubu larvalarindaki katalaz aktivitelerinin t testi

sonuglari
Larvalarin beslendigi Gruplar Ortalama+Standart hata t p
bitkiler P (lu/mgprotein/ml x 10%)
Elaeagnus Enfekte edilen 234.8+£1.5
) -18.3 <0.001
rhamnoides Kontrol 422.6+10.8
) Enfekte edilen 406.3+1.5
Quercus cerris 15 0.145
Kontrol 403+1.5
] Enfekte edilen 267.9+1.1
Corylus maxima -42.3 <0.001
Kontrol 200+1.1
Enfek il NES N
Crataegus monogyna nfekte edilen 306 ° -7.6 <0.001
Kontrol 290+1.4
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Cizelge 3. Beslendikleri bitki tiirlerine gore enfekte edilen ve kontrol grubu larvalarindaki glutatyon peroksidaz
aktivitelerinin t testi sonuglari

Larvalarin beslendigi Gruplar Ortalama+Standart hata t p
bitkiler P (lu/mgprotein/ml x 10%)
Elaeagnus Enfekte edilen 2363.5+1.8
-124.3 <0.001
rhamnoides Kontrol 2054.3+1.8
] Enfekte edilen 3404+2
Quercus cerris -112.5 <0.001
Kontrol 3080+2.1
) Enfekte edilen 3104.9+2.9
Corylus maxima -99.1 <0.001
Kontrol 2705.6+2.8
- )
Crataegus monogyna Enfekte edilen 3760+1.6 -147.4 <0.001
Kontrol 3434+1.5

Cizelge 4. Beslendikleri bitki tiirlerine gore enfekte edilen ve kontrol grubu larvalarindaki siiperoksit dismutaz
aktivitelerinin t testi sonuglari

Larvalarm beslendigi Gruplar Ortalama+Standart hata t p
bitkiler P (lu/mgprotein/ml x 10%)
Elaeagnus Enfekte edilen 244+0.8
) -36.4 <0.001
rhamnoides Kontrol 201.9+0.8
] Enfekte edilen 263.1+0.7
Quercus cerris -42.4 <0.001
Kontrol 215.1+0.8
) Enfekte edilen 281.1+0.9
Corylus maxima -19.2 <0.001
Kontrol 248.1+1.5
i MES
Crataegus monogyna Enfekte edilen 305115 -81 <0.001
Kontrol 166.1+0.9

Cizelge 5. Beslendikleri bitki tiirlerine gore enfekte edilen ve kontrol grubu larvalarindaki hemosit miktarlari t testi

sonuglari
Larvalarin beslendigi Gruplar Ortalama+Standart hata t p
bitkiler P (5 ul/n)
Elaeagnus Enfekte edilen 180+0.5
. -13.2 <0.001
rhamnoides Kontrol 169.5+0.6
. Enfekte edilen 172.3+0.6
Quercus cerris -93.7 <0.001
Kontrol 90.7+0.6
) Enfekte edilen 170.1+0.5
Corylus maxima -81.6 <0.001
Kontrol 113.7+0.4
Enfek il 165.2+0.
Crataegus monogyna nfekte edilen 65.2+0.6 -123.1 <0.001
Kontrol 724+0.5
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4. Tartisma

Sonuglarimiz, bir bakteri tiirii ile enfekte edilmis
bocek larvalarimin beslendigi bitki yapraklarindaki metal
iceriginin hayatta kalmaya olan etkisini gostermektedir.
Yanar ve ark., (2017) B. thuringiensis ile enfekte edilen
Lymantria dispar larvalarinda en yiiksek hayatta kalma
oranmin E. rhamnoides ile beslenen larvalardan, en
yiiksek 6liim oranimin ise C. monogyna ile beslenen
larvalardan elde edildigini bulmustur. Bu bulgular bizim
sonuglarimizla enfeksiyon sonrasi hayatta kalma oranlari
bakimindan ortiismektedir. Agir metaller boceklerin
biiyiimesine, beslenmesine, iiremesine ve hayatta kalma
basarisina olumsuz etki edebilmektedir (Butler ve ark.,
2009). Diger bitkilere gore C. monogyna bitkisinde
¢inkonun yiiksek olmasi bu bitki ile beslenen larvalardaki
yiiksek 6liim oraninin sebebi olabilir.

Bitki mineralli beslenmenin patojenlere karsi
savunmada rol oynayabilecegi kabul edilmistir (Boyd ve
ark., 1994). Cesitli bocek tirlerinin  laboratuvar
sartlarinda B. thuringiensis toksinlerine karsi direng
mekanizmalar1 gelistirdigi daha Onceki caligmalarda
gosterilmistir (McGaughey ve Beeman, 1988; Gelernter,
1997). Larvalar tarafindan alinan B. thuringiensis
sporlarmin rolii bakterinin yogunluguna, tipine, Cry
toksinlerinin konsantrasyonuna, farkli
kombinasyonlarina ve tiiriine bagli olarak biiyiik oranda
degisebilmektedir (Hansen ve Salamitou, 2000).

Konak larvalarin enfeksiyona karsi koyma ve
savunma yetenegi, konaklarin beslenme durumuna
baghdir (Chandra, 1996; Lochmiller ve Deerenberg
2000; Coop ve Kyriazakis 2001). En fazla bakir
miktarina sahip Q. cerris bitkisinde beslenen enfekte
larvalarin hayatta kalma oranlart olduk¢a disiiktiir.
Cheruiyot ve ark. (2013) tarafindan yapilan bir
calismada, artan miktarlarda nikel, ¢inko ve bakiri
kullanan tercihsiz beslenme deneylerinde Spodoptera
exigua’nin larval 6liim oraninda artis meydana geldigi
bulunmustur. Pieris rapae larvalar1 ile yapilan bir
caligmada, yiiksek miktarda nikel igeren Thlaspi
montanum ile beslenen larvalarinin timiinin 61digi
bulunmustur (Boyd ve Martens, 1994). Nikel miktar1 en
diisiik bitki olan C. monogyna ile beslenen larvalarda
hayatta kalma oraninin en diisiik seviyede oldugu
bulunmustur.

Tucker ve ark. (2004), Bombyx mori’de kromun
hemolenf katalaz aktivitesini arttirdigini, bunun kromun
etkisiyle larvalarin oksijen tiiketiminde meydana gelen
degismelerden  kaynaklanabilecegini  belirtmislerdir.
Katalaz enzim aktivitesi enfeksiyonlu gruplar icerisinde
en yiiksek 2. krom miktarina sahip olan Q. cerris bitkisi
ile beslenen larvalarda en yiiksek iken, E. rhamnoides ile
beslenen larvalarda en disiktir. Bu durum farkh
metallerin enfeksiyonla beraber Kkatalaz aktivitesinde
farkli  sonuclar ortaya c¢ikarabilecegi  seklinde
yorumlanabilir. Bakir ve nikelin Epirrita autumnata’nin
bagisiklik  fonksiyonlarina  direkt etkisi  oldugu
gosterilmistir (van Ooik ve ark., 2007). Sonuglarimiza
gore en yliksek bakir igeren Q. cerris bitkisi ile beslenen
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larvalarda katalaz enziminin diger bitkilerle beslenen
larvalara gore yiiksek oldugu bulunmustur.

Omurgasiz bagisiklik fonksiyonu  {izerine
kimyasallarin etkisi alinan kimyasallarin izledigi yola,
biyoaktivasyon yontemlerine, biyotransformasyonlarina
ve immunotoksik bilesiklerin atilisina ve diger sublethal
toksik etkilerin immunotoksik dozla iliskisi gibi bazi
ozelliklere baglidir (Galloway ve Depledge, 2001).
Galleria mellonella’da bakteriyel enfeksiyon sonucu
sliperoksit dismutaz (SOD), glutatyon S-transferazlar

(GST) ve malondialdehid (MDA) diizeyinin
enfeksiyonun ilk giinii artti§i, buna karsin katalaz
aktivitesinin  bundan  etkilenmedigi  belirtilmistir

(Dubovskiy ve ark., 2011). Ahmad ve Pardini (1990),
boceklerin memelilerle karsilastirildiginda daha yiiksek
oranda katalaz aktivitesine sahip olduklarini ve bu
nedenle oksidatif stres olusturan dig etkenlerin bu
aktiviteyi nadiren degistirdigini, bdceklerde katalaz
aktivitesinin dis etkenlerden ¢ok i¢ etkenlere ve besinsel
faktorlere bagl olarak degisebilecegini belirtmislerdir.

Bu ¢aligmada en yiiksek ¢inko miktarina sahip olan
C. monogyna ile beslenen larvalarda glutatyon
peroksidaz aktivitesi en yiiksektir. En diisiik glutatyon
peroksidaz aktivitesi ise yiiksek nikel ve diisiik ¢inko
miktarma sahip olan E. rhamnoides ile beslenen
larvalarda oldugu bulunmustur.

Metallerin oksidatif stres ve lipit peroksidasyonuna
neden oldugu bilinir (Felton ve Summers, 1995;
Chrascina ve ark., 1996). G. mellonella larvalarinda
diigiik dozdaki malation konsantrasyonunun (0.01, 0.1 ve
1 ppm) siiperoksit dismutaz aktivitesini kontrole gore
onemli Ol¢lide arttirdi@i ve ergin Omiir uzunlugu ve
fertilite ile siiperoksit dismutaz aktivitesi arasinda pozitif
bir iliski oldugu gosterilmistir (Biiyiikgiizel, 2006). Bu
caligmada en yiiksek ¢inko iceren C. monogyna ile
beslenen enfekte edilmis larvalarda siiperoksit dismutaz
aktivitesinin en yiiksek degerde oldugu bulunmustur.
Bolter ve Chefurka (1990), fosfin insektisitine maruz
kalan Sitophilus granarius larvalarinda siiperoksit
dismutaz aktivitesinin arttigini; bununla birlikte, katalaz
ve peroksidaz aktivitelerinin azaldigini rapor etmislerdir.

Yiiksek nikel ve bakir miktarina sahip E. rhamnoides
ile beslenen larvalarda hemosit sayisinin en yliksek
oldugu bulunmustur. En diisiik hemosit sayis1 ise nikel ve
bakir miktarinin en az oldugu C. monogyna bitkisi ile
beslenen larvalarda bulunmustur.

5. Sonug¢

Sonug¢ olarak, B. thuringiensis kurstaki’nin M.
neustria larvalari iizerindeki olumsuz etkisi agik¢a ortaya
konmustur. Boceklerin ise bakteriye karsi savunmasiz
olmadig1 goriilmektedir. Bu ¢aligmada, bakteriye karsi
savunmada  bitkilerin metal iceriklerinin  etkisi
vurgulansa da bu iligkinin olduk¢a karmasik oldugu
goriilmektedir. Bitkilerdeki metal igeriklerinin tek basina
etkisinden ¢ok sinerjik bir etkiyi diigiinmek belki de daha
dogru olacaktir. Bundan sonraki aragtirmalarda bu
konuya odaklanan caligmalar bu durumu daha agik
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sekilde ortaya koyacaktir. Ayrica, sonraki ¢alismalarda
ozellikle bagisiklik sisteminde gorevli enzimlerin
besindeki molekiiller tarafindan nasil etkilendigi ile ilgili
calismalar  yapmak bu  kompleks  canlilarin
mekanizmalarini daha iyi anlamamiza yardimeci olabilir.
Bu kadar olumsuz etkenlere ragmen bdoceklerin hala
hayatta kalabilmeleri onlarin ne kadar giiglii ve kompleks
canlilar oldugunu gostermektedir.
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