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Oz

Omurgasizlarda dogal bagisiklik sistemi patojenlere
kars1 aktive olan oldukca cesitli ve 6zgiin tepkiler
iceren humoral aktivitelere sahiptir. Boceklerde, bu
onemli anahtar immiin parametrelerden iKisi
fenoloksidaz yolag1 ve litik aktivitedir. Lizozimler
bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikanlar1 ¢ézen
bir grup enzim olup pek ¢ok bécek grubunda bakteri
savunmasi ile baglantihdir. Litik aktivite bakteri
hiicrelerinin hemolimfteki tahrip yeteneginin in vitro
olarak olciilmesiyle saptanabilir. Fenoloksidaz
omurgasizlarin immiin sisteminde anahtar bir enzim
olup, hemolimfte yabanci bir cisim saptandiginda
salgilanir. Dolayisiyla fenoloksidaz aktivitesi (PO)
organizmalarin yabana istilacilara kars1 savunmada
rol alan immiin sistemin yetenegiyle iliskilidir. Bu
calismada ilk kez  barbitistin  (Orthoptera:
Phaneropterinae) c¢aligekirgelerinden iki tiirde
(Isophya speciosa, Poecilimon similis), bu iki anahtar
immiin parametrenin 6l¢iilmesi ydontemi sinanmistir.
Her iki tiir igcin ayni yastaki 10 erkek 10 disiden
mikrosiringa ile ¢ekilen farkli miktarlardaki
hemolimf konsantrasyonundaki (3, 6, 8, 10 ul) PO ve
litik aktiviteler optik yogunluk bakimindan
mikroplaka okuyucu ile o6l¢lilmistiir. Buna ilave
olarak her iki tiir icin hemolimfteki protein
konsantrasyonu  da  belirlenmistir. ~ Calisma
sonucunda daha once grillid ve bazi diger bécek
gruplarinda  uygulanan  yontemlerin,  kii¢iik
degisikliklerle calicekirgeleri icin de kullanilabilecegi
onerilmistir. Ancak, hemolifteki toplam litik
aktivitenin dl¢limiinde daha iyi sonuclar elde etmek

icin daha fazla hemolimf miktarina gerek duyuldugu
anlasilmistir. Bu ¢alisma barbitistin ¢ekirge tiirleri
iizerinde ileride yapilacak immiin calismalar i¢in yol
gosterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Dogal bagisiklik, fenoloksidaz
aktivitesi, litik aktivite, protein konsantrasyonu,
hemolimf, ¢al ¢ekirgesi

Methods for the determination of phenoloxidase
and lytic acitivities of innate immunity
parameters and protein concentration of the
hemolymph in two bushcricket species

Abstract

The innate immune system in invertebrates is
composed of a large variety of specific responses
that are activated in response to the pathogens. In
insects, two key important immune parameters are
the lytic activity and phenoloxidase cascade.
Lysosomes are an enzyme group that triggers
bacterial cell lysis by hydrolyzing the peptidoglycan
and lytic activity is the main defense against
bacteria. The activity of lysozyme can be measured
in vitro by quantifying the ability of the hemolymph
to damage bacterial cells. The enzyme phenoloxidase
is a key enzyme of the invertebrate immune system,
released when a pathogen is detected in the
hemolymph. Hence, pheneoloxidase acitivity (PO) is
correlated with an organism’s ability to resist foreign
bodies. This study is the first to apply measurement
methods of these two key immune parameters for
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two Dbarbitistine bushcricket species (Isophya
speciosa, Poecilimon similis) (Orthoptera:
Phaneropterinae). At the same age (10 males 10
females for both species, 10 days of age), different
samples of hemolymph (3, 6, 8, 10 pl) was drawn
with a microsyringe and both PO and lytic activitiy
was estimated the total change in optical density in
the samples, using a microplate reader. Additionaly,
the total protein concentration in the hemolymph
was determined using the Bradford method for both
species. Finally, the results suggest that PO and lytic
activities detection methods previously used in both
grillid and some other insect species can be used in
bushcrickets after simple modifications. However, to
get better results for estimation of total lytic acitivity
of hemolymph, it is understood that should be
required obtaining more hemolymph. The study can
lead to future studies on immune activities in
barbitistine bushcrickets.
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Giris

Bocekler diinyadaki mevcut hayvan tiirlerinin
yaklasik %75’ini olusturmakta olup, biyocesitlilik
acisindan gosterdikleri uyumsal basari nedeniyle
“bagisiklik” ¢alismalar1 konusunda da ilgi ¢eken bir
gruptur. Bocek immiinolojisi ¢calismalari temel bocek

biyolojisi, bagisiklik mekanizmalarinin ortaya
¢ikarilmasi,  hastalik  etiyolojisi, uygulamali
entomoloji, biyolojik miicadelede parazitoidlerin
basarisinda imminolojik faktorlerin  etkilerini

anlamak ag¢isindan kritik 6neme sahiptir (Beckage,
2008). Bocekler tarafindan bitki ve hayvanlara
gecirilen viral hastaliklar ele alindiginda ve tarimsal
zararlilarla miicadelede kritik rol oynamasi
bakimindan bdécek immiinolojisi ¢alismalar1 insan
saglig1 ve ekonomik anlamda biiyiik bir role sahiptir.

Omurgali tiirler yabanci hiicre ve patojenleri
tanimak ve yok etmek icin hem dogal hem de adaptif
bagisiklik (edinsel bagisiklik) mekanizmalarina
sahipken, omurgasizlar enfeksiyonlarla savasmak
icin sadece dogal bagisikliga (innate immunity)
sahiptir (Hoffmann ve Reichart, 2002; Janeway ve
Medzhitov, 2002; Cooper ve Alder, 2006).
Karsilastirmali hiicresel, molekiiler ve biyokimyasal
arastirmalar dogal bagisikligin savunma
mekanizmalarinin yaygin hiicre-sinyal yolaklarini,
transkripsiyonel elementleri ve sitotoksik effektor
tepkilerini kapsadigini goéstermistir (Nappi ve

Christensen, 2005). Adaptif bagisiklik sistemi ise
kikirdakli baliklarin atalarinda ortaya ¢ikmis olup
dogal bagisiklik sisteminin aksine ¢ok c¢esitli
mikrobiyal antijenleri tanimaya yarayan yeniden
diizenlenen genler tarafindan kodlanan genis bir
reseptdor  (immunoglobulinleri ve T  hiicre
reseptorleri) repertuarini kullanir (Hoffmann ve
Reichart, 2002).

Genel olarak boceklerdeki dogal bagisiklik sistemleri
olan humoral ve hiicresel bagisiklik sistemi oldukca
kompleks bicimlerde islev gostermektedir (detaylar
icin bkz. Cerenius ve Soderhall, 2004; Tunaz, 2004;
Iwanaga ve Lee, 2005; Beckage, 2008; Tsakas ve
Marmaras, 2010). Boceklerde siklikla iki anahtar
immiin  parametre lizerinde c¢alisiimaktadir:
Fenoloksidaz (Phenoloxidase, PO) yolag1 ve Litik
aktivite (LY). ilgili literatiire bakildiginda, immiin

sistemin en onemli parametrelerinden
profenoloksidaz aktivitesi ile ilgili ¢alismalar
ozellikle model organizmalar lizerinden

yiiriitilmektedir. Ornegin, Bombyx mori (Kawabata
ve ark. 1995, Asano ve Ashida, 2001), Drosophila
melanogaster (Fujimoto ve ark., 1995; Asada ve ark,
2003), Tenebrio molitor (Lee ve ark., 2002) ve
Manduca sexta (Jiang ve ark., 1997, 2003) tirleri
yaygin bir sekilde kullanilan tiirlerdir. Melanizasyon
ile ilgili olan pro-fenoloksidaz (pro-PO) aktivasyonu
pek c¢cok omurgasiz hayvan grubunda patojenlere
kars1 olusturulan o6nemli bir immiin cevaptir.
Melanizasyon yolag1 (profenoloksidaz aktivasyon
sistemi) patojenlere karsi daha yavas tepkiler olan
hiicresel savunma ve antimikrobiyal peptidlerin
sentezi seklindeki cevaplardan ¢ok daha hizli bir
tepkidir (Cerenius ve ark., 2008). Melanizasyon
reaksiyonu c¢ok az yogunlukta bile olsa yiliksek
patojenik organizmalara ve en azindan baz
durumlarda konakci antimikrobiyal peptidlere karsi
olduke¢a etkilidir. Ancak, Drosophila ve Anopheles
gambiae’de PO aktivitesinin pek c¢ok bakteri ve
fungal patojenlerin tasfiyesinde oncelikli olarak
ihtiva¢c olmadig1 da rapor edilmistir (Schnitger ve
ark., 2007). Diger taraftan mutant ve yabanil tip
Drosophila’da yapilan pro-PO aktivitesi
calismalarinda PO aktivitesinin gram pozitif bakteri
ve funguslara karsi savunmada rol alan Toll yolagi ve
gram negatif bakterilere karsi savunmada etkili olan
IMD yolaklarinin varhiginda direnci arttirdigi
bildirilmektedir (Tang ve ark. 2006). Boceklerdeki
Toll ve IMD savunma yolaklar1 memelilerdeki Toll-
benzeri reseptorlere homolog olup bodcekler ve
memeliler arasindaki dogal bagisikligin evrimsel
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korunumuna isaret eder (Hoffmann, 2003). M. sexta
ile yapilan bir ¢alismada PO aktivasyonunun isgalci
mikroorganizmalar1 bloke eden ve 6ldiiren ¢ok
sayida enzim iceren (proteinaz, oksidaz gibi) bocek
savunma sisteminin tamamlayici bir 6gesi olduguna
isaret edilmistir (Zhao ve ark., 2007).

Lizozim aktivitesinin dogal bagisikliktaki roli ¢ok
aciktir. Farkli tiirlerdeki lizozim aktivitesinin
Olciilmesi dogal bagisikligin  evrimsel siireci
konusunda ilging sorular ortaya koyar (bkz. Gryllus
bimaculatus, Schneider, 1985 ve Rantala ve Roff
2005; Gryllus texensis, Adamo, 2004). Bocek
hemolimfindeki lizozim aktivitesi bir bireyin
hemolimfindeki bakterial karisimin agiklik orani
(optik yogunlugu) ile kolayca belirlenebilmektedir
(Rantala ve Kortet, 2003). Lizozim aktivitesi ayni
zamanda genel olarak dogal bagisiklik sisteminde
viicuda giren daha biiyik organizmalarin yok
edilmesinde rol olan enkapsiilasyon yetenegi ile de
pozitif iliski gosterdigi bilinmektedir. Ancak, oransal
olarak dusiik lizozim aktivitesi bu iki bagisiklik
parametresi arasinda uzlasi varsa gerceklesir
(Rantala ve Roff, 2005). Diger taraftan, Cotter ve ark.
(2004) Misir-Pamuk Yaprakkurdu’'nda (Spodoptera
littoralis) enkapsiilasyon oram1 ve antibakteriyal
aktivite (lizozim-benzeri aktivite) arasindaki genetik
uzlasiya isaret eden PO aktivitesi ve antibakteriyal
aktivite arasinda negatif genetik bir korelasyon
bulmuslardir.

Omurgasizlarda yaralanma ve enfeksiyonlara karsi
Toll-benzeri reseptorle diizenlenen antimikrobiyal
peptid Uretimi goriilmektedir (Lemaitre ve ark,
1996; Imler ve Hoffmann, 2000). Ornegin,
Tachypleus tridentatus (Japon Atnali Yengeci)
tamamen dogal bagisiklik sistemi ile patojenlere
kars1 etkili bir savunma sistemine sahiptir. Cesitli
omurgasiz tirlerinde bagisiklik sisteminde is goren
protein ve peptidler Iwanaga ve Lee (2005)
tarafindan listelenmistir. Bu savunma molekiilleri
fenoloksidaz, pihtilasma faktérleri, tamamlayici
faktorler, proteaz inhibitérler, antimikrobiyal
peptidler, Toll reseptorleri ve diger temel olarak
hemolimf ve hemositlerde bulunan humoral
faktorlerlerdir (Ganz, 2003; Iwanaga ve Lee, 2005).
Biitiin bu elemanlar birlikte bir diizen icerisinde is
gorerek isgalci bakteri, mantar ve viral patojenlere
karsi savunmada gorev yaparlar.

Orthoptera takimindan (Cekirgeler) Ensifera
(uzunantenliler) grubuna ait bazi tiirlerde pro-
fenoloksidaz aktivitesi ve lizozim aktivitesini de icine
alan immiin sistem parametreleri ile ilgili baz

calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda pro-PO, litik
aktivite, melanizasyon, enapsiilasyon gibi
parametrelere iliskin fizyolojik, davranigsal ve
ekolojik perspektifli hipotezler sorgulanmis olup,
Acheta domesticus (Silva, 2002; Silva ve ark., 2000),
Gryllus bimaculatus (Rantala ve Kortet, 2003), Gryllus
texensis (Adamo ve ark., 2001; Adamo ve Lovett,
2011; Adamo, 2004), Gryllus assimilis (Park ve ark.,
2011), Gryllus vocalis (Gershman, 2008), Gryllus
firmus (Rantala ve Roff, 2006), Gryllus campestris
(Jacot ve ark., 2005), Allonemobious socius (Fedorka
ve ark, 2004; Fedorka ve Mousseau, 2007),
Teleogryllus commodus ve T. oecanicus (Zuk et. al,
2004; Tregenza ve ark. 2006), Gryllodes sigillatus
(Gershman ve ark., 2010), Anabrus simplex (Srygley,
2012; Srygley et. al, 2009, 2011; Bailey, 2011);
Metrioptera roeseli (Berggren, 2010) tiirleri tizerinde
yapilmis calismalar dogal bagisiklikla
iliskilendirilmis ©6nemli eko-immiinolojik ve eko-
fizyolojik arastirmalardir.

Diger taraftan hemolimfteki protein konsantrasyonu
ile baz1 immiin aktiviteler arasinda iliski oldugunu
belgeleyen arastirmalara gore, ornegin litik aktivite
ile protein konsantrasyonu arasinda pozitif bir iligki
saptanmistir (Fedorka ve ark. 2013). Bilindigi gibi
bocekler acik dolasim sistemine sahiptir ve besinler,
oksijen, hormonlar ve diger hiicreler hemolimf
icerisinde dagilirlar. Antimikrobiyal peptidler ve
proteinler o6karyotlarda savunmada, yaralarin
onarilmasinda ve savunma sisteminin
diizenlenmesinde rol oynayan 6nemli elemanlardir
(Fredrick ve Ravichandran, 2012). Genel olarak
hemolimfte sirkiile olan protein yogunlugunun fazla
olmasi daha gii¢lii bir bagisikliga isaret etmektedir.

Arastirmada Ordu ili civarindan toplanan iki
calicekirgesi (Isophya speciosa ve Poecilimon similis
(Orthoptera: Phaneropterinae)) tiiriinde temel iki
immiin sistem parametresinin (toplam fenoloksidaz
(PO) aktivitesi, Lizozim aktivitesi (LY)) ve immiin
sistemle iligkili hemolimfteki protein
konsantarasyonunun 6l¢iim yonteminin belirlenmesi
hedeflenmistir. Cilinkii diger gruplara uygulanmis
mevcut yontemler bu tiirlere ve akraba gruplarina
iliskin halihazirda uygulanmamistir. Bu ¢alismada
sinanacak yodntem, c¢alisilmasi planlanan cinslerin
ozellikle tilkemizde c¢ok sayida tiir icermesi ve
bunlarin 6nemli bir kisminin endemik olmasi
nedeniyle bu gruplar tlizerinde yapilacak calismalar
icin temel bir zemin olusturacaktir (Sevgili, 2004).
Hoffmann ve ark. (1996) tarafindan Orthoptera
tiirlerinde bakterilere karsi spesifik bir savunma
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gostermediklerini bildirmislerse de, lizozimler ve
lizozim benzeri enzimlerin bakterilere karsi etkin
oldugu yapilan bir ¢ok ¢alismada bildirilmistir (6rn.
Adamo, 2004; Fedorka ve Sevgili, 2014). Bu calisma
sonucunda, ileride planlanacak immiin sistem ve
diger ekolojik ve davranigsal parametrelerin,
tarimsal acidan zararli olabilecek tirler iizerinde
yapilacak c¢alismalarda da kullanilabilecek bir
yontemsel yaklasimin olusturulmasi amac¢lanmistir.
Barbitistini tribiisline ait Diinya’da yayilis gosteren
100 kadar Isophya ve 150 kadar da Poecilimon tiiri
tespit edilmistir (Eades ve ark., 2015). Bunlarin
onemli bir kismi dar bir yayilis alanina sahip olup,
belli cografik bolgelerde endemik populasyonlar
halinde sikisip kalmislardir. Yapilacak immiin sistem
calismalarinin  bu tiirlerin ilerde dogabilecek
tarimsal zarar durumlarindaki miicadelede veya
olas1 koruma biyolojisi c¢alismalarinda, immiin
sistem nedenleriyle ilgili yararlanilabilecek kritik
veriler icerecegi diisiinilmustiir.

Amag, daha 6nce immiin sistem ile ilgili calismalarda
kullanilmis olan Teleogryllus, Gryllus, Allonemobius,
Gryllodes, Anabrus gibi c¢ekirgeler icin Onerilen
protokollerin ~ Barbitistini ~ grubu tiirlerdeki
metodolojisini  gelistirmektir. Bu  ¢alismada
Balkanlardan, Orta Karadeniz Bolgesine kadar kiyi
seridinde yayilis gosteren uzun antenli yesil
cekirgelerden Isophya speciosa ve Poecilimon similis
tirleri model organizma olarak kullanilmis ve
patojenlere karsi olusturulan immiin cevaplardaki
parametrelerin eldesinde temel olan hemolimfteki
PO, Lizozim (Litik) toplam aktivitesi ve protein
miktarlarinin belirlenmesi yontemleri stnanmistir.

Materyal ve Yontem
Calisilan tirler

Planlanan ¢alismada birbirlerine yakin akraba olan
Orthoptera takiminin Tettigoniidae familyasina ait
Isophya speciosa ve Poecilimon similis tiirleridir. L
speciosa tiiriiniin genel yayilis1 Anadolu’'nun Orta ve
Bati Karadeniz sahilleri ile Bati Karadeniz'in
nispeten i¢ bolgeleri ve Karadeniz Marmarasr'dir.
Tirtin yayilist batida Trakya ve Balkanlara
uzanmaktadir (Sevgili, 2004). Tir Orta Karadeniz
Bolgesinde Ordu, Samsun ve Sinop illerinde tespit
edilmis olup, erginlerine kiy1 kesimlerde Mayis
ayindan itibaren rastlanmaktadir. Kiy1 bolgeleri
cesitli nedenlerle dogal halini kaybetmis olsa da, bu
tiri bahge kenarlar1 ve ilaglanmayan findik
bahcgeleri, dere kenarlarindaki uygun alanlardaki
yesil otlar icerisinden toplamak mimkiindir. P.
similis ise I. speciosa’ya gore daha kii¢iik bir viicuda

sahiptir. Bu tir tim Karadeniz sahili boyunca yayilis
gosterir. Ancak, I. speciosa tiiriinden yaklasik 20-30
glin sonra erginlesir ve I speciosa’nin bosalttig
nisleri kiy1 bolgelerde yaz ortasina kadar isgal eden
olduk¢a yaygin bir tiirdiir. Planlanan g¢alisma igin,
daha once tiirlerin gozlemlendigi alanlara Mayis-
Haziran aylarinda ziyaretler yapilarak ornekler
toplanmistir. Ornek toplama klasik ydntemlerle
(atrap vs.) gerceklestirilmistir. P. similis 6rnekleri
Ordu ili, Fatsa yolu, Neneli koéyi'nden (70 m)
01.06.2013 tarihinde 25 erkek 30 disi olarak
toplanmistir. I speciosa’dan yine ayni lokaliteden
13.05.2013 tarihinde 25 erkek, 22 disi toplanmustir.
Ancak, bireylerin yaslarini tespit etmek a¢isindan bir
kisim o6rnek nimf olarak toplanmistir. Toplanan
ornekler bocek yetistirme Kafesleri ile laboratuvara
tasinmis ve orneklerin iizerinden toplandig1 bitkiler
cekirgelerin beslenmeleri amaciyla kafese
konulmustur. Erkek ve disiler ¢iftlesme olmamasi
icin ayr1 ayr kafeslerde ve kafesler oda sicakliginda
muhafaza edilmistir. Clinkii ¢iftlesme ile bireylerde
sistem parametreleri degisebilmektedir
(Gershman, 2008). Son devre nimf olarak getirilen
ornekler kafeslerde beslenmis, erginlesme tarihleri
not edilmis ve yaslar1 kontrol altina alinmistir.
Deneyde aymi yastaki bireyler kullamilmistir (son
deri degisiminden sonra 10 giinliik). Toplanilan
ornekler son devre nimf olduklar: icin bir ka¢ giin
icerisinde erginlesmislerdir. Deneyde kullanilmayan
ornekler ayni kafeslere alinmis (tiirler ayr1) ve kendi
dogal siireglerinde dlene kadar beslenmislerdir.

immin

Hemolimf 6rneklemesi

Calisma icin her iki tiirden ergin 10 erkek ve 10 disi
birey kullanilmistir. Erkek ve disilerden aynm giin
icerisinde hemolimf alinmistir. Hemolimf canh
bireyden alindig1 icin oOrnekler o6nce CO: gaz
kullanilarak bayiltilmistir. Hemolimf ¢ekimi ic¢in
laboratuvarda mevcut olan Mikro Siringa (10pL
Hamilton Co. Reno, NV) kullanilmistir. Bayiltilan
ornek mikroskop (Stereo Zoom) altinda yatirilmis ve
siringa yardimiyla ikinci ve iiciincii abdominal
sternitler arasindan girilerek 5 ve 10 pl hemolimf
¢ekilmistir.  Cekilen hemolimfler daha o6nce
hazirlanan Eppendorf tiiplere (sirasiyla 17ul, 12ul
PBS iceren) bosaltilmis ve analizlerde kullanilmak
lizere -18°C’ye konulmustur.

Hemolimfteki Fenoloksidaz (PO) konsantrasyonunun
belirlenmesi

Bu amagla 7 erkek ve disiden 10 pL hemolimf 12 pL
PBS igeren (Phosphate  Buffered Saline)
mikrosantrifiij tiplere (1.7 mL) eklenerek calisma
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ornegi olusturulmustur. Bu c¢alisma oOrneginden
Isophya speciosa i¢in 3, 6 ve 12 pL seklinde alinan
orneklere farkli miktarlarda PBS (Phosphate
Buffered Saline) eklenmistir (bu miktarlar 5-12 pL
arasindaki degerler icin denenmistir). P. similis
tiriinden ise 5 uL. hemolimf ¢ekilmis ve 17 pL PBS
icerisinde saklanmistir. Bu érnekler ¢alisilmak tizere
-18°C’de tutulmustur. Daha sonra Rantala ve Kortet
(2003, 2004), Rantala ve Roff (2005), Fedorka ve
Mousseau (2007), Fedorka ve Sevgili (2014)
tarafindan kullanilan yéntemlerden yararlanilmistir.
Yontemde 14 pL bovine pancreas alfa-chymotrypsin
hazirlanan 6rnege 96 kuyucuklu plakada eklenmis,
daha sonra 90 pL L-DOPA ilave edilmistir.
Fenoloksidaz aktiviteleri Mikroplate Okuyucuda
(Multiscan FC, Thermo Scientific) 6l¢iilmustiir (490
nm).

Litik aktivitenin belirlenmesi

Lizozimler bakteri hiicre duvarindaki
peptidoglikanlari ¢6zen bir grup enzim olup pek cok
bocek grubunda bakteriyal direng¢ ile baglantilidir
(Moret ve Schmid-Hempel, 2001). P. similis i¢in 13 pL
ornek (hemolimf+PBS karisimi) kullanilmistir.
Rantala ve Kortet (2003, 2004), Rantala ve Roff
(2005), Fedorka ve Mousseau (2007), Fedorka ve
Sevgili (2014) tarafindan kullanilan yontemlerle litik
aktivite belirlenmistir. Yontemde calisma
orneklerine (96 kuyucuklu plakadaki) 90 pL
Micrococcus luteus soliisyonu ilave edilmistir.
Hemolimfteki litik aktiviteyi belirlemek i¢in PO
konstantrasyonundaki oranlar gergevesinde 7 erkek
ve disi birey icin Mikroplate okuyucuda aktivite
olciilmi yapilmistir (450 nm).

Protein konsantrasyonunun belirlenmesi

Fenoloksidaz ve Lizozim konsantrasyonlar1 gibi
calicekirgelerindeki protein miktari da
bilinmemektedir. Bunu belirlemek i¢in; A, B, C
seklinde etiketlenmis, 10 pl PBS iceren
mikrosantrifiij tiiplerde farkli miktarlarda hemolimf
iceren ornekler sirayla seyreltilmistir (10 erkek ve
10 disi). Bradford Yontemi (Bradford, 1976)
kullanilarak  (100ug-2000ug), mevcut calisma
orneklerinden alman 1 pL 6rnek kuyucuklara
koyulmus ve 99 pL Bradford ile seyreltilmistir. Daha
sonra Mikroplate okuyucu (590 nm) ile hemolimfteki
protein konsantrasyonu 6l¢iilmistiir.

Bulgular

I speciosa i¢in farkli miktarlarda c¢ekilen
hemolimfteki PO ve LY belirlenirken, P. similis i¢in
aynt  miktarda c¢ekilen hemolimflerin farkl
bireylerdeki durumu da arastirilmistir. I speciosa
tiiriinde hemolimf miktar1 arttikca PO akitivitesi de
artmaktadir (Sekil 1). Zaman bagh olarak PO
aktivitesi linear bir sekilde artis gostermektedir. LY
aktivitesi ise PO’dan farklilik gostermektedir.
Zamana bagl olarak lizozim aktivitesi linear bir artis
gostermez, aksine giderek azalma  egilimi
gostermektedir (Sekil 2). Ancak, ¢alismada bazi
orneklerde diizensiz bir seyir izledigi de tespit
edilmistir. Aktivitedeki zaman bagh azalma farkl
oranlar arasinda dnemsiz goriinmektedir. Lizozim
aktivitesinin son okuma degeri ile ilk deger
arasindaki fark tim orneklerde negatiftir. Lizozim
aktivitesi hemolimf miktarinin artmasiyla artis
gostermektedir.

P. similis tiiriinde ayn1 miktarda kullanilan hemolimf
orneklemesinin  bireyler arasinda farkhliklar
gosterdigi tespit edilmistir. Zamana baglh olarak
fenoloksidaz aktivitesinin seyri genel olarak
lineardir (Sekil 3). LY aktivite tiim 6rneklerde ilk 20
dk icerisinde artis gosterirken daha sonra érneklerin
bir kisminda giderek azaldig gorilmiistir (Sekil 4,
ilk 20 dk’daki artis grafikte gosterilmemistir). Ancak
bazi 6rneklerde diizensiz bir durum izlemistir. Tim
bireyler icin ayni miktarda 6rnek kullanilmasina
ragmen LY aktivitesi bakimindan varyasyonel bir
durum oldugu gorilmistiir. Lizozim aktivitesinin
son okuma degeri ile ilk deger arasindaki fark tim
orneklerde negatiftir. Ancak bir bireyde pozitif deger
bulunmustur. Hemolimfteki protein konsantrasyonu
klasik  Bradford yontemi (Bradford, 1976)
kullanilarak yapilmis olup tiirler arasinda farklilik
gosterecegine iliskin 6n bulgular elde edilmistir
(Sekil 5, 6). Baz1 grillid tirleri iizerinde yapilan
calismalarda da kullanilan yéntem daha ¢ok
hemolimfteki protein konsantrasyonunun LY ve PO
aktiviteleri ile iliskili olup olmadigini belirlemek
amach kullanilmistir (Fedorka ve ark., 2013). Yapilan
calismada protein konsantrasyonunun bireyler
arasinda varyasyonel olabilecegine iliskin 6n veriler
ortaya ¢ikmistir (Sekil 7).
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Sekil 1. Isophya speciosa’da zamana bagh olarak Fenoloksidaz (PO) aktivitesinin degisimi (3 ul hemolimf PBS
karisimi i¢in y= 0.082x-0.05, R?2=0.99; 6uL. hemolimf PBS karisimi i¢in y= 0.120x-0.078, R?= 0.99, OD

As9z).
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Sekil 2. Isophya speciosa’da zamana bagl olarak litik aktivitenin (LY) degisimi (3 pl hemolimf PBS karisimi i¢cin
y=-0.004x+0.028 R2= 0.74; 8ul hemolimf PBS karisimi i¢in y= 0.016x+0.185, R2=0.77; 10 pl hemolimf

PBS karisimi i¢in y= 0.024x+0.14, R2= 0.81, OD A4s0).
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Sekil 3. Poecilimon similis'te zamana bagh olarak Fenoloksidaz (PO) aktivitesinin degisimi (PSE1: R2= 0.78; PSE2:
R2=0.87; PSE3: R2=0.91; PSE4: R2=0.91; PSE5: R2=0.90; PSE6: R2= 0.57; 6 pl hemolimf+PBS; OD A492).

(PSE:Poecilimon similis erkek).
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Sekil 4. Poecilimon similis'te zamana bagl olarak litik aktivitenin (LY) degisimi (13 pl hemolimf + PBS; OD A492).

(PSE: Poecilimon similis erkek).
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Sekil. 6. P. similis’in erkek (E) ve disisinde (D) hemolimfteki protein konsantrasyonu (1 ul PBS+hemolimf;
0D 590).
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Sekil. 7. P. similis'in erkek ve disisinde hemolimfteki protein konsantrasyonu ol¢imiinde bireyler arasindaki

degiskenlik (1 pl PBS+hemolimf; ODsoo).

Sonu¢

Calismada cins olarak birbirlerine yakin iki tiirde
bazi immiin parametrelerin Ol¢iimiine iliskin
yontemsel bir veri sunulmustur. Yapilan calisma ile
boceklerin immiin tepkilerinin degerlendirilmesinde
en Onemli yontemlerden olan hemolimfteki
fenoloksidaz ve lizozim aktivitelerinin
belirlenmesinde Rantala ve Kortet (2003, 2004),
Rantala ve Roff (2005), Fedorka ve Mousseau
(2007), Fedorka ve Sevgili (2014) tarafindan
onerilen yontemlerin caligekirgeleri icin de farkh
hemolimf oranlarinda uygun olabilecegi
anlasilmistir. Calisma sonucunda hem Isophya
speciosa hem de Poecilimon similis'te fenoloksidaz
aktivitesi icin PBS+hemolimf karisimindan 3-6 pl
kullanmanin analiz i¢in yeterli olabilecegi sonucuna
varilmistir. Bu sonu¢ grillid tirleri ile yapilan
calismalardaki oranlara yakin degerlerdir (Adamo,
2004; Adamo ve ark., 2001; Adamo ve Lovett, 2011;
Fedorka ve ark., 2013; Fedorka ve Sevgili, 2014).
Litik aktivite ise daha yiiksek bir konsantrasyon
gerektirmekte ve minimum 8-10 pl kullanilmaldir.
Calicekirgeleri icin 15 pl Onerilebilir. Eger litik
aktivitenin 6l¢iimiinde bu sekilde sonug¢ alinamaz ise,
her ne kadar bu ¢alismada denenmemisse de litik
zon belirleme yo6ntemine gidilebilir (Lee ve ark,
2008). Grillidlerle yapilan calismalarda 10-16 pl

PBS+hemolimf karisimi kullanilmistir (6rn. Sevgili ve
Fedorka, 2014). Hemolimfteki protein miktarinin
belirlenmesinde ise c¢alisma stogundan c¢ok az
miktar, minimum 1 pl kullanmak yeterli olmaktadir.
Olgiilen fenoloksidaz ve litik aktivitelerin eseyler
arasindaki degiskenliginin anlasilmasi icin daha fazla
sayilda ornekleme ihtiyac duyuldugundan bu
calismada bu sonuglara deginilmemistir. Ancak
Bateman'in prensibine goére yumurta iiretimi ve
yumurta birakma zorunluluklari nedeniyle immiin
aktivitelerin disilerde daha yiiksek olmasi beklenir
(Rolff, 2002).

Hemolimf ¢ekiminden sonra immiin analizler i¢in
uzun siire beklenecekse (genel olarak 2-3 aydan
sonra) calisma orneklerinin -80°C’de bekletilmesi
analizlerin saglikli olmasi agisindan énemlidir. Diger
bir husus ise hemolimf toplama sirasinda tiiplerin
buz icerisinde tutulmasi Onerilir. Olas1
kontaminasyonlar i¢in kullanilacak malzemelerin
otoklavlanmasi gerekir.

Olgiilen parametrelerdeki degerlerin farkh tiirlerde
farkli olabilecegine iliskin 6n bulgularin olmasi
gelecekte planlanacak c¢alismalar i¢in 6nem
arzetmektedir. Sonu¢ olarak; birbirlerine ¢ok yakin
iki cinse ait iki farkli cekirge tiiriinde yapilan bu 6n
calisma, her iki grup icin de benzer yontemlerin ve
protokoliin uygulanabilecegini gostermistir.



60

Sevgili, H.

TesekKkiir

Bu calisma Ordu Universitesi, Bilimsel Arastirma
Projeleri Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan AR-
1303 kodlu proje ile desteklenmistir. Calismada
boceklerin beslenmesinde ve arastirma siirecindeki
diger yardimlarni nedeniyle Nilgiin TOKGOZ'e
tesekkiir ederim. Metodoloji i¢in 6nerilerde bulunan
Kenneth M. FEDORKA’ya da (University of Central
Florida/USA) ayrica tesekkiir etmek isterim.

Kaynaklar

Adamo, S. A, 2004. Estimating disease resistance in
insects: phenoloxidase and lysozyme-like activity
and disease resistance in the cricket Gryllus
texensis. Journal of Insect Physiology, 50: 209-216.

Adamo S. A, Jensen M., Younger M. 2001. Changes in
lifetime immuno competence in male and female
Gryllus texensis (formerly G. integer): trade-offs
between immunity and reproduction. Animal
Behavior. 62:417-425.

Adamo, S. A, Lovett, M.M.E,, 2011. Some like it hot: the
effects of climate change on reproduction, immune
function and disease resistance in the cricket
Gryllus texensis. Journal of Experimental Biology,
214:1997-2004.

Asada, N., Yokoyama, G., Kawamato, N., Norioka, S., Hatta,
T., 2003. Prophenol oxidase A3 in Drosophila
melanogaster: activation and the PCR based cDNA
sequence. Biochemical Genetics, 41: 151-163.

Asano, T., Ashida, M., 2001. Cuticular pro-phenoloxidase of
the silk worm, Bombyx mori. The Journal of
Biological Chemistry, 276: 111000-11112.

Bailey, N. W.,, 2011. A test of the relationship between
cuticular melanism and immune function in wild-
caught Mormon crickets. Physiological Entomology,
36:155-164.

Beckage, N. E. 2008.
Press/Elsevier.

Insect Immunology, Academic

Berggren, A. 2010. Testing the effect of individual color
morphology on immune response in bush-crickets.
Insect Science, 17: 400-405.

Bradford, M. M., 1976. Rapid and sensitive method for the
quantitation of microgram quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, 72: 248-254.

Cerenius L. Soderhall, K, 2004. The prophenoloxidase-
activating system in invertebrates. Immunological
Reviews, 198: 116-126.

Cerenius, L., Lee, B. L., Soderhall, K, 2008. The proPO-
system: pros and cons for its role in invertebrate
immunity. Trends in Immunology, 29: 263-271.

Cooper, M. D,, Alder, M. N., 2006. The evolution of adaptive
immune system. Cell, 124: 815-822.

Cotter, S.C., Kruk, L. E. B, Wilson, K, 2004. Cost of
resistance: genetic correlations and potential
trade-offs in an insect immune system. Journal of
Evolutionary Biology, 17: 421-429.

Eades, D.C, Otte, D., Cigliano, M. M., Braun, H., 2015.
Orthoptera  Species File. Version 5.0/5.0.
[17.10.2015]. <http://Orthoptera.SpeciesFile.org>.

Fedorka, M. K, Zuk, M., Mousseau, T. A, 2004. Immune
suppression and the cost of reproduction in the
ground cricket, Allonemobius socius. Evolution, 58:
2478-2485.

Fedorka, K. M., Mousseau, T. A.,, 2007. Immune system
activation affects the male sexual signal and
reproductive potential in crickets. Behavioral
Ecology, 18: 231-235.

Fedorka, K. M., Copeland, E. K., Winterhalter, W. E,, 2013.
Seasonality influences cuticle melanization and
immune defense in a cricket: support for a
temperature-dependent immune investment
hypothesis in insects. The Journal of Experimental
Biology, 216: 4005-4010.

Fedorka, K. M,, Sevgili, H.,, 2014. The influence of nuptial
feding and sperm transfer on the immunological
cost of reproduction in the ground cricket
Allonemobius socius. Physiological Entomology, 39:
89-93.

Fredrick, W. S, Ravichandran, S, 2012. Hemolymph
proteins in marine crustaceans. Asian Pacific
Journal of Tropical Biomedicine, 2: 496-502.

Fujimoto, K., Okino, N., Kawabata, S., Ohnishi, E., 1995.
Nucleotide sequene of the cDNA encoding pro-
phenoloxidase Al of Drosophila melanogaster.
Proceedings of the National Academy of Sciences,
92:7769-7773.

Ganz, T., 2003. The role of antimicrobial peptides in innate
immunity. Integrative and Comparative Biology,
43:300-304.

Gershman, S. N, 2008. Sex-specific differences in
immunological costs of multiple mating in Gryllus
vocalis field crickets. Behavioral Ecology, 19 (4):
810-815.

Gershman, S. N,, Barnett, C. A. Pettinger, A: M., Wedd], C. B,
Hunt, J., Sakaluk, S. K., 2010. Give ‘til it hurts: trade-
offs between immunity and male reproductive
effort in the decorated cricket, Gryllodes sigillatus.
Journal of Evolutionary Biology, 23 (4): 829-839.



iki cali cekirgesi iizerinde dogal bagisiklik parametrelerinden fenoloksidaz aktivitesi ile litik aktivitenin ve... 61

Hoffmann, J. A., 2003. The immune response of Drosophila.
Nature, 426: 33-38.

Hoffmann, J. A, Reichart, ]. M., 2002. Drosophila innate
immunity: an evolutionary perspective. Nature
Immunology, 3: 121-126.

Hoffmann, J. A, Reichart, ]. M, Hetru, C., 1996. Innate
immunity in higher insects. Current Opinion in
Microbiology, 8: 8-13.

Imler, J. L., Hoffmann, J. A., 2000. Signaling mechanisms in
the antimicrobial host defense of Drosophila.
Current Opinion in Microbiology, 3: 16-22.

Iwanaga, S., Lee, B. L., 2005. Recent advances in the innate
immunity of invertebrate animals. Journal of
Biochemistry and Molecular Biology, 38: 128-150.

Jacot, A., Scheuber, H., Kurtz, ]J., Brinkhof, M. W. G., 2005.
Juvenile immune system activation induces a costly
up-regulation of adult immunity in field crickets
Gryllus campestris. Proceedings of the Royal Society
of London B: Biological Science, 272: 63-69.

Janeway, C.A., Medzhitov, R, 2002. Innate immunity
recognition. Annual Review of Immunology, 20:
197-216.

Jiang, H., Wang, Y, Ma C, Kanost, M. R, 1997. Submit
composition of pro-phenloxidase from Manduca
sexta: molecular cloning of subunit proPO-P1.
Insect Biochemistry and Molecular Biology, 27:

835-850.
Jiang, H, Wang, Y., Yu, X, Kanost, M. R, 2003.
Propehnoloxidase-activating proteinase-2 from

hemolymph of Manduca sexta. The Journal of
Biological Chemistry, 278: 3552-3561.

Kawabata, T., Yashuara, Y., Ocha, M., Matsuura, S., Ashida,
M. 1995. Molecular cloning of insect pro-
phenoloxidase: a copper-containing protein
homologous to arthropod hemocyanin.
Proceedings of the National Academy of Sciences
USA, 92:7774-7778.

Lee, K. P., Simpson, S. J., Wilson, K., 2008. Dietary protein-
quality influences melanization and immune
function in an insect. Functional Ecology, 6: 1052-
1061.

Lee, K. Y, Zhang, R, Kim, M. S, Park, ]J. W,, Park, H. Y,
Kawabata, S., Lee, B. L., 2002. A zymogen form of
masquerade-like serin proteinase homologue is
cleaved during pro-phenoloxidase activation by
Ca** in coleopteran and Tenebrio molitor larvae.
European Journal of Biochemistry, 269: 4375-4383.

Lemaitre, B., Nicolas, E. Michaut, L., Reichhart, ]. M,
Hoffmann, J. A, 1996. The dorsoventral regulatory
gene cassette spatzle/Toll/cactus controls the

potent antifungal response in Drosophila adults.
Cell, 86: 973-983.

Moret, Y., Schmid-Hempel, P.,, 2001. Immune defence in
bumblebee offspring. Nature, 414: 506.

Nappi, A. ], Christensen, B. M., 2005. Melanogenesis and
associated cytotoxic reactions: Applications
toinsect innate immunity. Insect Biochemistry and
Molecular Biology, 35: 443-459.

Park, Y, Kim, Y, Stanley, D, 2011. Cellular
immunosenescense in adult male crickets, Gryllus
assimilis. Archives of Insect Biochemistry and
Physiology, 76: 185-194.

Rantala, M.],, Kortet, R., 2003. Courtship song and immune
function in the field cricket Gryllus bimaculatus?
Biological Journal of the Linnean Society 79: 503-
510.

Rantala, M., Kortet, R, 2004. Male dominance and
immunocompetence in a field cricket. Behavioral
Ecology, 15 (2): 187-191.

Rantala, M. |, Roff, D. A,, 2005. An analysis of trade-offs in
immune function, body size and development time
in the Mediterranean Field Cricket, Gryllus
bimaculatus. Functional Ecology, 19: 323-330.

Rantala, M. ], Roff, D. A,, 2006. Analysis of the importance
of genotypic variation, metabolic rate, morphology,
sex and developmenttime on immune function in
the cricket, Gryllus firmus. Journal of Evolutionary
Biology, 19: 834-843.

Rolff, ], 2002. Bateman’s principle and immunity.
Proceedings of the Royal Society of London B:
Biological Science, 269: 867-872.

Schneider, P. M., 1985. Purification and properties of three
lysozymes from haemolymph of the cricket, Gryllus
bimaculatus (De Geer). Insect Biochemistry, 15:
463-470.

Schnitger, A. K., Kafatos, F. C, Osta, M. A, 2007. The
melanizaton reaction is not required for survival of
Anopheles gambiae mosqutoes after bacterial
infections. The Journal of Biological Chemistry, 282:
21884-21888.

Sevgili, H., 2004. Tiirkiye Isophya Brunner von Wattenwyl
(Orthoptera:  Tettigoniidae: =~ Phaneropterinae)
tirlerinin revizyonu. Doktora Tezi, Hacettepe
Universitesi, Ankara, 387 s.

Silva, C. C. A, 2002. Activation of prophenoloxidase and
removal of Bacillus subtilis from the hemolymph of
Acheta domesticus (L.) (Orthoptera: Gryllidae).
Neotropical Entomology, 31: 487-491.

Silva, C. C. A, Dunphy, G. B, Rau, M. E,, 2000. Interaction of
hemocytes and prophenoloxidase system of fifth
instar nymphs of Acheta domesticus with bacteria.



62

Sevgili, H.

Developmental & Comparative Immunology, 24: 367-379.

Srygley, R. B, 2012. Age and density-dependent
prophylaxis in the migratory, cannibalistic Mormon

cricket Anabrus simplex (Orthoptera:
Tettigoniidae). Environmental Entomology, 41:
166-171.

Srygley, R. B, Lorch, P. D., Simpson, S. ]., Sword, G. A., 2009.
Immediate protein dietary effects on movement

and the generalised immunocompetence of
migrating Mormon crickets Anabrus simplex
(Orthoptera: Tettigoniidae). Ecological

Entomology, 34: 663-668.

Srygley, R. B, Lorch P. D,, 2011. Weakness in the band:
nutrient mediated trade-offs between migration
and immunity of Mormon crickets. Animal
Behavior, 81: 395-400.

Tang, H., Kambris, Z., Lemaitre, B., Hashimoto, C., 2006.
Two proteases defining a melanization cascade in
the immune system of Drosophila. The Journal of
Biological Chemistry, 281: 28097-28104.

Tregenza, T., Simmons, L. W., Wedell, N., Zuk, M., 2006.
Female preference for male courtship song and its
role as a signal of immune function and condition.
Animal Behavior, 27: 809-818.

Tsakas, S., Marmaras, V. ], 2010. Insect immunity and its
signalling: an overview. Invertebrate Survival
Journal, 7: 228-238.

Tunaz, H., 2004. Boceklerde bagisiklik mekanizmasi. KSU
Fen ve Miithendislik Dergisi, 7(2): 78-82.

Zhao, P, Li, ], Wang, Y., Jiang, H,, 2007. Broad-spectrum
antimicrobial activity of the reactive compounds
generated in vitro by Manduca sexta phenoloxidase.
Insect Biochemistry and Molecular Biology, 37:
952-959.

Zuk, M., Simmons, L. W., Rotenberry, ]J. T, Stoer, A. M.,
2004. Sex differences in immunity in two species of
field crickets. Canadian Journal of Zoology, 82: 627-
634.



