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OZET

Bu ¢alismada Heteroptera takimina ait Pentatomidae familyasindan Eurydema
blandum, Aelia rostrata ve Eurydema ventrale’nin yumurta-ergin gelisimi
boyunca 1-5 giinliik yumurta ile 1-5. evre nimfleri ve erginlerinin tiim viicut
homojenatlarinda total protein ve esteraz enzimindeki gelisimsel degisiklikler,
total proteinler sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile estreaz enzimi Native -PAGE ile incelenmistir.

SDS-PAGE jellerinde E. blandum’un yumurtalarinda 13-17, nimflerinde 4-14 ve
erginlerinde 5; A. rostarata’nin yumurtalarinda 10-13, nimflerinde 5-10,
erginlerinde 10; E. ventrale’nin yumurtalarinda 12-14, nimflerinde 5-15,
erginlerinde S protein fraksiyonu belirlenmistir. Her ii¢ tiirde de evrelere 6zgii
olarak niteliksel ve niceliksel degisimler gozlenmistir. Native-PAGE ile E.
blandum’un yumurtalarinda alfa naftil asetat substrati ile 1-3, nimflerinde 2-13
ve erginlerinde 8 esteraz aktivite band1 gozlenirken, A. rostrata’nin
yumurtalarinda alfa naftil asetat substrati ile 3-5, nimflerinde 4-11 ve
erginlerinde 13 esteraz aktivite band1 ve E. ventrale’nin yumurtalarinda alfa

naftil asetat substrati ile 2-3, nimflerinde 4-15 ve erginlerinde 14 esteraz aktivite



bandi1 gozlenmistir. Her ii¢ tiirde gelisimin farkh evrelerinde esteraz aktivite

yogunlugunda varyasyonlar gozlenmistir.
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ABSTRACT

In this study, developmental changes in total proteins of 1-5 days eggs, whole
body homogenates of 1-5 nymphal stages and adults during egg-adult
morphogenesis of Eurydema blandum, Aelia rostrata ve Eurydema ventrale from
Pentatomidae family belong to Heteroptera were studied using sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel electrophoesis (SDS-PAGE) and esterase enzymes
with Native-PAGE.

In SDS-polyacrylamide gels, there were 13—17 protein fractions in eggs of E.
blandum, 4-14 in nymphes and 5 in adults, 10-13 protein fractions in eggs of A.
rostarata, 5-10 in nymphes and 10 in adults, while 12-14 protein fractions in eggs
of E. ventrale, 5-15 in nymphes and 5 in adults. Stage-specific qualitative and
quantitative changes were observed. Using alfa-naphthyl acetate substrate in
native gels, 1-3 esterase bands in eggs of E. blandum were observed, 2-13 in
nymphes and 8 in adults, while 3-5 esterase bands in eggs A. rostarata, 4-11 in
nymphes and 13 in adults, 2-3 esterase bands in eggs of E. ventrale, 4-15 in

nymphes and 14 in adults. Whole species have variations in esterase activity
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density in different developmental stages.
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1. GIRIS

Diinyada meydana gelen hizli gelismeler bir takim sorunlari da beraberinde
getirmistir ki bunlarin basinda kullanilabilen tarim alanlarimin azalmasi ve aglik
sorunu gelmekte bunun sonucunda yeryiiziinde bir¢ok iilkede 6zellikle Orta Asya ve
Afrika bolgelerindeki insanlar agliktan 6lmektedir. A¢lik sorunun ortaya ¢ikmasi ile
tarimsal irlinlerde verimliligin artirilmasinin yani1 sira biitiin tarimsal {riinlerde
cesitli nedenlerle ortaya ¢ikan kayiplarin en aza indirilmesi i¢in gerekli aragtirmalarin

hizlandirilmasi geregi ortaya ¢ikmaktadir.

Cicekli bitkilerin yaklasik 2/3’1 tozlasma i¢in boceklere gereksinim duymaktadir. Bu
nedenle bdcekler ekolojik agidan biiyiik bir 6neme sahiptirler. Fakat yaklasik 10.000
kadar bocek tiirii insanlar igin bir sorun olusturmaktadir. Bunlarin bitkilere ve
dolayistyla insanlara vermis oldugu zararlar tahmin edilemeyecek kadar biiyiiktiir.
Diinyadaki mahsuliin yaklasik 1/3’i bu hayvanlar tarafindan yok edilmektedir.
Ozellikle tarim alanlardaki bu iiriin kaybinin 6niine gecilmesi agisindan tarimsal

irlinlere zarar veren boceklerle miicadele edilmesi gerekmektedir [1].

Onemli bir hububat zararlis1 olan Heteroptera ordosuna ait kimil (delia rostrata),
Tiirkiye genelinde Orta, Dogu ve oOzelliklede Giineydogu Anadolu bolgesinde
lokalize olmustur. Salgin yaptig1 yillarda biiyiik {iriin kayiplarina neden olmustur.
Zararlhiya kars1 yapilan kimyasal miicadeleye karsi zararlinin direng gelistirdigi ve
populasyonunu kiigiiltmesi beklenirken canlinin populasyonunun genisledigi ve

populasyonun etken maddeye kars1 direng gelistirdigi belirlenmistir [2-4].

Hububat zararlisi olan diger bir tiir ise, Heteroptera ordosuna ait siinedir (Eurygaster
integriceps). Bu zararli Dogu ve Gilineydogu Anadolu ile Akdeniz bdlgesinde
lokalize olmustur ve yine bu bdcekle yapilan kimyasal miicadeleler de basarili

olunamamustir [5, 6].

Genel olarak Heteroptera ordosunun Pentatomidae familyasinin iiyelerine ait tiirlerin

cogunlugu ekonomik Oneme sahip olup diinyada ve iilkemizde zaman zaman



populasyon yogunlugunu artirarak tarim alanlarinda oldukga fazla zarara sebep
olmaktadirlar. Bu boceklerin ¢ogunlugu fitofag olup, lizerinde yasadiklar bitkilerin
meyve, sap, ¢icek, tohum, yaprak ve siirglinlerinin 6z suyunu emerek bitkilerin
kurumasina, tohumlarda c¢imlenme kabiliyetlerinin azalmasina, {riin kalitesinin
diismesine ve lriin kaybina neden olmaktadir. Bu bdceklerin diinya ve iilkemiz
ekonomisi agisindan son derece dnemli yer tutan tahil bitkileri, findik, pamuk, tiitiin,
piring, baklagiller, kiiltiir bitkileri ve meyve bahgelerinde olduk¢a fazla zarar
yaptiklar1 bir¢ok aragtirict tarafindan ortaya konmustur. Bu konuda yapilan
caligmalar genis alanlarda ilaghh miicadele yapilmasina karsin, zararlinin miicadele
alaninin giderek genisledigini ve ilacli miicadele ile salginlarin 6nlenemeyecegi gibi

bu tiir uygulamalarin bir takim sorunlar1 da beraberinde getirdigini gostermistir [7-8].

Boceklerle yapilan miicadelede ¢esitli arastiricilar tarafindan denen metotlar arasinda
insektisitler, parazitler, juvenoidler, kimyasal kisirlagtiricilar (kemosterilant) ve
beslenmeyi engelleyici maddelerin kullanilmasi sayilabilir. Son yillarda bu miicadele
metotlarinin  yan1 sira biyolojik miicadele metotlarina yonelme baglamistir.
Kullanilan biitiin bu metotlarin etkileri, genellikle boceklerin biraktiklar1 yumurta

sayist ve yumurtalarin agilma oranindaki azalma ile dl¢ililmektedir.

Zirai miicadele yontemleri zararlinin larva, nimf ve erginleri tizerinde yapilmaktadir.
Boceklerin bir yumurtlama doneminde ¢ok sayida yumurta biraktiklar1 géz oniinde
bulundurulursa, zararlimin yumurtalar1 {izerine etki edecek insektisitlerin,
pestisidlerin ve biyoinsektisitlerin kullanilmasi ile yapilacak miicadele daha etkili
olacaktir. Fakat bocek yumurtalar: {izerine uygulanacak miicadele de yumurtalarin
morfolojik yapilari ile ince yapilarinin bilinmesi ayrica boceklerin yumurta birakma
kosullarinin, yumurta biraktiklar1 bolgelerin, yumurta birakma donemlerinin iyi
bilinmesi gerekmektedir. Bunun yan1 sira boceklerin farkli gelisimsel evrelerindeki
molekiiler 6zelliklerinin de bilinmesi biyolojik miicadeleye yardimci olabilecektir.
Bundan dolayi farkli gelisim evrelerindeki protein ve enzimlerin incelenmesi faydali
olacaktir [7].

Bocek proteinlerinin  karakterizasyon ¢alismasi, enzimatik aktivitesi ¢esitli

aragtiricilar tarafindan yapilmigtir. Bunun yani sira taksonomik amaglh olarak,



gelisimsel  evrelerin  protein  Ozelliklerinin ~ karsilastirilmasi  ve  protein

kompozisyonunda meydana gelen degisimler calisilmigtir [9-14].

Culicoides variipennis’de (Diptera: Ceratopogondae) yumurtadan ergine kadar
devam eden gelisim siirecindeki bocekte meydana gelen degisimler elektroforetik
olarak incelenmis ve gelisim boyunca ortaya c¢ikan protein bantlarinda meydana

gelen degisimler belirlenmislerdir [15].

Rhodnius prolixus’un (Hem.) embriyonik gelisimindeki protein orgiilerinde meydana
gelen niteliksel ve niceliksel degisimler elektroforetik ve immiinolojik tekniklerle

incelenmistir [16].

Oncopeltus fasciatus (Hem.) ve Galleria mellonella’nin (Lep.) gelisiminin cesitli
evrelerindeki hemolenf ve yag dokusu proteinlerinin SDS-PAGE y0Ontemiyle
karsilagtirilmast ve c¢esitli evrelerdeki larva ve nimflerin protein ozelliklerinde

meydana gelen niteliksel ve niceliksel degisimler belirlenmistir [14].

Riptortus  clavatus’un  (Heteroptera: Alydidae) nimflerinin hemolenf ve
yumurtasindaki  biliverdin  baglayan siyanoproteinlerin  karakterizasyonunu

yapilmistir [17].

Hemimetabol béceklerin yumurta, nimf ve ergin evreye kadar devam eden gelisim
siirecinin takip edilmesi, gelisim esnasinda ortaya cikan evre veya evrelere 6zgii
proteinlerin morfogenetik  6zelliklerle ilgili olmasindan dolayr Onemlidir.
Hemimetabol boceklerin nimfal evrelerinin holometabol bdceklerin pupal evrelerine
karsihik geldigi deneysel kanit olmaksizin distliniilmektedir.Boylece gerek
hemimetabol bdcegin nimfal gelisiminde ortaya ¢ikan protein Ozellikleri gerekse
holometabol boceklerin larval, pupal evrelerinde ortaya ¢ikan protein 6zelliklerinin

boceklerin morfogenetik 6zellikleri hakkinda bilgi verecektir [14].

Metamorfoz geciren bocek larvasinin hiicrelerindeki molekiiler degisimler hiicrede

meydana gelen metabolik aktivitelerdeki ve hiicredeki birtakim degisimleri



gostermektedir. Bu sekilde molekiiler ve yapisal 6zelliklerdeki degisimler farkli
bocek dokularinda, bocegin farkli dokularinda ve dokunun farkli hiicrelerinde
degisiklik gostermektedir. Bunun yani sira bocegin metamorfoz esnasinda ve
metamorfozdan once hiicresel boyutta meydana gelen degisimlerinin belirlenmesi ve
bu esnadaki kontrol mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmekte miimkiindiir. Bu
sekilde zararlilarla miicadelede yeni yOntemlerin ortaya ¢ikmasi acisindan dnem

saglamaktadir [14, 18, 19].

Boceklerde esteraz enzimi iizerinde yapilan caligmalarda bocegin dokularindaki

esteraz enzimi incelenmis ve hatta karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

O. fasciatus’un embriyo ve geng¢ nimflerinin formalinle fiske edilen dokular ile
yapilan calismada; doku kesitlerinin histokimyasal yontemlerle boyanmasiyla ii¢

grup esterazin dokularindaki dagilimi gosterilmistir [20]

Baska bir ¢alismada ise histokimyasal yontemle dokudaki total esteraz aktivitesinin

bir kisminin belirlenebilecegi ortaya konmustur [21].

Nisasta jel elektroforez yontemiyle yapilan bir ¢calismada; O. fasciatus’un 1-5 giinliik
yumurtalarinda ve bir giinliikk nimflerinin gelisim sirasinda esterazlarindaki niteliksel

ve niceliksel farkliliklar tespit edilmigtir [22].

Nisasta jel elektroferez yontemi kullanilarak bdceklerin dokularindaki esteraz
enzimleri incelenmis ve bu bulgulara gore ¢ok sayida esteraz bandi belirlenmistir

[10, 11, 23].

Zararli boceklerle yapilan miicadelede kullanilan kimyasal ilaglara kars1 béceklerin
direng gelistirdikleri ortaya konmaktadir. Ozellikle baz1 Heteropterlerdeki pestisitlere
karst  gosterilen direng mekanizmalarimi  agiklamaya yonelik  caligsmalar
yapilmaktadir. Boceklerin kimyasal miicadelede kullanilan insektisitlere karsi
gelistirdikleri  diren¢ etkeni olarak asetilkolin esteraz aktivitesi olarak

gosterilmektedir [24-28].



Bemisia argentifolii (Homoptera: Aleyrodidae) beyazsinegi ile bir pestisid olan
bifentrine duyarli ve direngli 1rklartyla yapilan calismada esteraz  sayisi ve

yogunlugunda farkliliklar oldugunu tespit etmistir [29].

Culex sineklerinde ve Myzus persicae afidinde yapilan calismalarda esteraz
genlerinin amplifiye olmasi sonucunda insektisit molekiillerinin hidrolize oldugu ve
insektisit direncinin arttigi  belirlenmistir. Bu sekilde direngli ev sinegi
populasyonlarinin biiyiik bdliimiinde non-spesifik esterazlar goriilmiistiir. Yine
yapilan ¢alismalarda tahil zararlilarinin direncgli nesillerinde de esteraz seviyesinin

yiikseldigi ortaya konmustur [30-33].

Bir¢ok bdcegin larva ve erginlerinin dokularinda ve hemolefinde tanimlanmis olan
jivenil hormon esteraz (JHE) jiivenil hormonunu (JH) pargalayan katabolik bir
enzimdir. JHE biyokimyasal bir anti-jiivenil hormon ajanidir. Anti-JH ajanlar1 bocek
gelisimini kontrol etmektedir. JH sentezini ve JH-reseptdr interaksiyonlarint bloke
etmekte etkilidir. JHE biyolojik sartlar altinda hormonu hidrolize etmektedir. Bu
ylizden JHE erginlesmemis geng larvalara sokulursa, JH aktif oldugunda enzim JH u

pargalayarak morfolojik ve fizyolojik antijiivenil hormon etkilere neden olabilir [34-

36].

Hemimetabol bir bocek olan Oncopeltus fasciatus *un yumurta evreleri ve 1. evre
nimflerinin esteraz 6zellikleri bagka arastiricilar tarafindan ortaya konmustur. Ayrica
Heteropterlerden Oncopeltus fasciatus (Heteroptera: Lygaeidae) ve Graphosoma
lineatum (Heteroptera: Pentatomidae)‘nin farkli gelisim evrelerindeki total
proteinlerin ve esterazlarin elektroforetik analizi yapilmistir. Ayn1 zamanda bahsi
gecen bir ¢cok calismada goriildiigli gibi holometabol ve hemimetabol olan gelisim
siirecindeki c¢esitli boceklerin gerek proteinleri gerekse esteraz enzimleri

incelenmistir [22, 37]

Yapilan literatiir taramalarinda gerek {ilkemizde gerekse diinyada Eurydema
blandum, Eurydema ventrale ve Aelia rostrata (Heteroptera)'nin total protein ve

esteraz enzimi lizerinde herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu calisma ile



karakterizasyon ve insektisit etkisi gibi yapilacak c¢esitli caligmalar i¢in; dogal
populasyonundan alinan ve laboratuar ortaminda yetistirilen Eurydema cinsi (E.
blandum, E. ventrale) ve Aelia cinsi’nin (4. rostrata) gelisimsel evrelerinin total
protein ve esteraz profillerinin ortaya ¢ikarilmasi ile bu caligmalara temel teskil
etmesi ve yumurtadan ergine kadarki gelisim siireci boyunca farkli gelisimsel
evrelerde meydana gelen total protein ve esteraz enzimlerinde meydana gelen bir
takim miktar ve yogunluk degisimleri incelenerek bocek gelisimi boyunca ortaya
cikan gen ifadesindeki farkliliklarin tespit edilmesi hedeflemistir. Bunun yaninda
laboratuarda yetistirilen E. blandum, E. ventrale ve A. rostrata’nin gelisim siliresince

sentezledikleri esteraz ve total proteinlerinin kiyaslanmas1 yapilmaistir.



2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Boceklerin Araziden Yakalanmasi

Calismada kullanilan E. blandum’un ve E. ventrale’nin erginleri 2005 Nisan-Mayis
aylarinda Ankara Yenimahalle Biyologlar Ormani ve civarindan toplanmistir.
Boceklere besin bitkisi olarak Diplotaxis tenuifolia (Cruciferae) verilmistir. Yine bu
calismada kullanilan Aelia rostrata erginleri ise Aksaray civarindan 2005 Mayis
ayinda toplanarak getirilmistir ve besin bitkisi olarak Graminae sp. bitkileri

verilmistir.

2. 2. Boceklerin Laboratuar Ortaminda Yetistirilmesi

Laboratuar ortamina getirilen bocekler laboratuarda plastik kavanozlarda, uzun giin
periyodunda, oda sicakliginda (+25°C) yetistirilmistir. Yaklasik 50 disi ve 50 erkek
bocek yetistirme kavanozlarina birakilarak bu kavanozlara temiz, 1slak pamuk, bir
miktar besin bitkisi ve bocegin yumurtlamasi i¢in beyaz tiilbentler birakilmistir (Bkz.
Resim 2.1, Resim 2.2). Boceklerin biraktiklart yumurta kiimeleri petri kaplarinin
iclerine alinarak toplama saati ve tarihi kaydedilmistir (Bkz. Resim 2.6). Yumurta
gelisimlerini petri kutularinda tamamlayan embriyolar yumurtadan ¢iktiktan sonra
iclerinde besin bitkileri, 1slak pamuk ve agzina tiilbent kapatilmig olan plastik kaplara
birakilmistir. Bu kaplarda nimfal gelisimlerini tamamlayarak ergin hale gelmislerdir.

Her bir tiiriin gelisim evrelerine girme tarihleri kaydedilmistir (Bkz. Resim 2.11)

Deneylerde kullanilacak yumurtalar, nimfler ve ergin bocekler asagida gosterilmis

olan zaman siirelerinde toplanarak -30°C’de buzdolabinda saklanmustir.

A. Yeni birakilmis yumurtalar bir saat icerisinde (Yeni yumurta)

B. 1-5 giinlik yumurtalar toplandiklar1 saatlerde (1giinlik yumurta, 2 giinliik
yumurta, 3 giinliik yumurta, 4 giinlik yumurta, 5 giinliik yumurta) (Bkz. Resim 2.3-
Resim 2.5)



C. Yumurtadan yeni ¢ikan nimfler yumurtadan ¢ikiglarindan ¢ikislarindan itibaren 1-
2 saat icerisinde (Yeni nimf) (Bkz. Resim 2.7-Resim 2.9)

D. 1 giinliik nimfler yumurtadan ¢ikislarindan 24 saat sonra (1. evre nimf)

E. 1. evre nimfler kabuk attiktan 24 saat sonra (2. evre nimf) (Bkz. Resim 2.10)

F. 2. evre nimfler kabuk attiktan 24 saat sonra (3. evre nimf")

G. 3. evre nimfler kabuk attiktan 24 saat sonra (4. evre nimf)

H. 4. evre nimfler kabuk attiktan 24 saat sonra (5. evre nimf)

L. 5. evre nimfler kabuk attiktan 24 saat sonra (Ergin).

Resim 2.1. E. blandum ve E. ventrale ’nin erginlerinin laboratuar ortaminda
yetistirilmesi [38]



Resim 2.2. A. rostrata *nin laboratuar ortaminda yetistirildigi plastik kaplar [38]

Resim 2.3.E. blandum’un yumurta kiimesinin 151k mikroskobu altindaki goriintisii [7]
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Resim 2.4. E. ventrale nin yumurta kiimesinin 11k mikroskobu altindaki gortiniisii
[38]

Resim 2.5. A. rostrata nin yumurta kiimesinin 151k mikroskobu altinda goriiniisii [38]
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Resim 2.6. E. blandum, A. rostrata ve E. ventrale’nin biraktiklart yumurtalarinin
embriyonik gelisimlerini tamamladiklar1 petri kutular [38]

Resim 2.7. E. blandum un yumurtalarindan yeni ¢ikan nimfleri [7]



Resim 2.9. A. rostrata nin yumurtalarindan yeni ¢ikan nimfler [38]

12
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Resim 2.10. E.ventrale nimfinin gémlek atarken goriintiisii [38]

Resim 2.11. E.blandum, A. rostrata ve E.ventrale nin nimflerinin yetistikleri agz
tillbentle kapli plastik kutular [38]



14

2.3. SDS-PAGE Metodu

SDS-PAGE yo6nteminde kullanilacak olan ve daha oncesinde toplanan Eurydema
blandum, Eurydema ventrale ve Aelia rostrata’min yumurta, nimf ve erginleri -30
°C’den c¢ikarilmistir ve hemen 6rnek tamponu (0,0625 M Tris-Cl, pH: 6,8, %2 SDS,
%10 Gliserol, %52 Merkaptoentanol ve %0,001 bromfenol mavisi) iginde
homojenize edilmistir. Ornekler 3 dakika kaynatillp denatiire edilmistir.
Elektroforezden once ornekler 12 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir.
Elektroforez islemi i¢in, Consort E 863 model vertical slab jel elektroforez cihazi
kullanilmistir. SDS- poliakrilamid denatiire jeller, ayirma jeli %7,5’luk ve yigma jeli
%4’liik konsantrasyonda hazirlanmigtir. Elektrot tampon soliisyonu 0,025 M Tris,
0,192 M Glisin, %1 SDS pH: 8,3 olacak sekilde hazirlanmigtir. Jele yiiklenecek
protein miktar1 semikantitatif olarak belirlenmistir. Molekiil agirligi belirleyicisi
olarak; karbonik anhidraz (29 000), yumurta albumini (45 000), inek albumini (66
000), fosforilaz B (97 400), beta-galaktosidaz (116 000) ve miyozin (205 000)’den
olusan Sigma MW-SDS-200 kullanilmistir. Yigma jeline 80 V sabit voltaj
uygulanmis, izleme boyasi ayirma jeline ulasinca voltaj 150 V olarak ayarlanmistir.
Elektroforezden sonra jeller metanol: su: asetik asit (45:45:10) karisitminda %0,25
Coomassie Brilliant Blue R 250 ile bir gece boyanmustir. Jeller metanol:su:asetik asit
(45:45:10) ile yikanmistir. Jelde gozlenen protein bantlarimin fotograflart cekilip
cizimleri yapilarak degerlendirilmistir [39-41].

2.4. Native-PAGE Metodu

Calistigimiz tiirlerde daha once anlattigimiz gibi toplamis oldugumuz yumurta, nimf
ve erginler soguk distile su icerisinde homojenize edilmistir. Daha sonra her 6rnek
%10’luk siikroz+boya (BFB) karigimi ile 1:1 oraminda karstirilmustir. Ornekler
elektroforezden once 12 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Elektroforez islemi
icin, Consort E 863 model vertical slab jel elektroforez cihazi kullanilmistir. Native-
poliakrilamid jeller, %7.5’luk ayirma jeli olarak hazirlanmistir. Elektrot tampon
sollisyonu 0,025 M Tris, 0,192 M Glisin pH: 8,3 olacak sekilde hazirlanmistir. Jele

her bir 6rnekten 15 mikrolitre yliklenmistir.
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Ayirma jeline 150 V sabit voltaj uygulanmistir. Elektroforezden sonra jeller 0.2 M
Tris-HCI, pH: 7.0, alfa naftil asetat soliisyonu ve Fast Blue BB salt ile boyanmustir.
Jeller aktivite bantlar1 gozlendikten sonra fiksatife [metanol: asetik asit: su
(45:45:50)] alinmustir. Jelde gdzlenen esteraz bantlarinin fotograflar ¢ekilip ¢izimleri

yapilarak degerlendirilmistir [27, 40, 42].

2.4.1. Esteraz enzimi boyama metodu

Esteraz izozimleri elektroforez calismalarinda floresan ve renkli boya olusturacak

sekilde cesitli yontemlerle boyanmaktadir.

40 mg Fast Blue BB igeren 100 ml 0,05 M pH: 6,5 olan fosfat tamponuyla %1’lik
alfa naftil asetatin stok soliisyonundan (% 1’lik alfa naftil asetat %50’lik asetonda
hazirlanir) 4 ml ¢ozelti karistirilarak boya ¢ozelti jel iizerine dokiilir. 15-20

dakikadan sonra koyu renkli bantlar goriilmeye baslar (Bkz. Sekil 2.1) [43].
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ALFA-NAFTIL
ESTER
(ASETAT)

ESTERAZ ENZIMI [——

KARBOKSIL ASIT ALFA-NAFTOL FAST BLUE BB
ANYONU

KOYU RENKLI BANT

Sekil 2.1. Esteraz izozimlerini boyama metodundaki reaksiyonun sematik
gosterimi [43].
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3. HETEROPTERA: PENTATOMIDAE HAKKINDA GENEL BiLGI

Yeryiiziinde 58 Familyaya bagli 40.000 kadar tiirii bilinen Heteroptera takimu,
Pterygota alt sinifinin, Exopterygota boliimiiniin en genis grubunu olusturmaktadir.
Tirlerin ¢ogunlugu tropik bolgelerde bulunmakla birlikte, diger zoocografik

bolgelerde de bulunmaktadir.

Heteroptera takimi igerisinde yer alan Pentatomidae familyas1 gerek tiir sayisinin
fazla olusu, gerekse, yeryliziinde genis bir alanda yayilis gostermeleri bakimindan

Oonemli bir yer tutmaktadir [44].

Bu familyaya ait tiirlerin ¢ogunlugu ekonomik ©neme sahip olup diinyada ve
iilkemizde zaman zaman popililasyon yogunlugunu artirarak tarim alanlarinda
olduk¢a fazla zarara sebep olmaktadirlar. Bu bdceklerin ¢ogunlugu fitofag olup,
tizerinde yasadiklar bitkilerin meyve, sap, ¢i¢ek, tohum, yaprak ve siirgiinlerinin 6z
suyunu emerek Dbitkilerin kurumasina, tohumlarda ¢imlenme Kkabiliyetinin
azalmasina, Uriin kalitesinin diismesine ve {riin kaybina yol a¢maktadir. Bu
familyaya ait boceklerin bir kismi diinya ve ekonomimiz agisindan son derece dnemli
yer tutan tahil, pamuk, findik, tiitiin, baklagiller kiiltiir bitkileri ve meyve
bahcelerinde oldukga fazla zarar yaptiklar1 bilinmektedir [45-54].

3. 1. Tiirler Hakkinda Genel Bilgi

3. 1. 1. Eurydema ventrale, Eurydema blandum

Avrupa, Akdeniz g¢evresi lilkeleri ile Palearktik bolgenin geri kalan kisminin biiyiik
bir boliimiinde bulunur. Yurdumuzun hemen her yerinde E. ventrale, E. blandum
tiirlerine az veya cok rastlanir. Ozellikle Cruciferae familyas: bitkileri, basta lahana,
karnabahar, turp, salgam, hardal ve diger yabani Cruciferae bitkilerinde bol olarak
rastlanir. Ergin ve nimfleri, bitkilerin yapraklarini, ¢icek ve tohumlarin1 sokup
emerler. Yapraklarda beslenilen yerlerde sar1 lekeler olusur. Kis1 muhtelif yerlerde

geciren erginler, ilkbaharda mart ayindan itibaren kislak yerlerinden kiiltiir ya da
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yabani Cruciferae bitkilerine gegerler. Eseysel olgunluga erisen erginler ciftleserek
yumurta birakmaya baglarlar. Bir yumurta kiimesinde genellikle 2 sira halinde 12
yumurta bulunmaktadir. Yumurtalarin agilma stiresi iklim sicakligina baglidir.
Yumurtadan ¢ikan nimfler ilk gdmlek degistirene kadar toplu halde ayni yumurta
kiimesi iizerinde ve yakminda bulunurlar. Ikinci devre nimfler dagilmaya ve
bulundugu bitkinin ¢esitli yerlerine giderek beslenmeye ve gercek zararini yapmaya

baslarlar [55, 7]

3. 1. 2. Aelia rostrata

Avrupa’nin biiyiik bir kismi, Kuzey Afrika, Kafkasya Suriye, Tiirkiye; Israil, Irak,
Iran ve Orta Asya da yayilis gosterir. Yurdumuzda bulunan Aelia tiirleri igerisinde en
zararh tirdiir. Dogu ve Giineydogu Bodlgelerinin ve Orta Anadolu’nun bazi
kesimlerinde muntazam olmayan araliklarla 6nemli hububat zararlis1 (6zelliklede
bugdayda) olarak bilinmektedir. A. rostrata Orta Anadolu’da kislaklardan mayis ay1
baslarinda inmeye baglar. Digi yumurtalarini genellikle 2 sirali ve 12 tanelik kiimeler
halinde birakir. Bir disi hayat1 boyunca 100 kadar yumurta birakir. Arazide nimflerin
gelisimi Temmuz ayma kadar siirer. Yeni ¢ikan erginler 6zellikle yogun olarak

stineler gibi beslenerek viicutlarina besin depo etmeye baslarlar [55].
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. SDS-PAGE Metodu ile Total Protein Analizi

4.1.1. Eurydema bulandum’un gelisim evrelerindeki total proteinlerin
elektroforetik analizi

E. blandum’un yumurta-ergin gelisimi boyunca SDS-PAGE yontemiyle aciga
cikartilan farkli gelisim evrelerindeki total proteinler resimde gosterilmistir (Bkz.
Resim 4.1). Jelde belirlenen bantlar orijinden baslayarak artan aktivitelerine gore

numaralandirilmistir (Bkz. Cizelge 4.1 ve 4.2).

E. blandum’um biitiin gelisim siiresi boyunca total olarak 24 major protein tespit
edilmistir (Bkz. Cizelge 4.3). Bu proteinlerden sadece 1 tanesi bocegin biitiin
gelisimi boyunca goriiliirken, 4 tanesi yumurta gelisimine 6zgli olarak goriiliir,
nimfal evreye 0zgii olan proteine ve ergin evreye 6zgii proteine rastlanmamistir.
Bocek gelisimindeki proteinler incelendiginde, gelisimsel evrelerde bir takim yeni
proteinlerin ortaya ¢iktigi, bu proteinlerin bir kisminin gelisimin son evresi olan
ergin evreye kadar mevcut oldugu geri kalaninin ise ergin evreye ulasmadan once

gozden kayboldugu goriilmektedir.

Gelisim boyunca yeni proteinler ortaya ¢iktig1 gibi, gelisimin baslangicindan bu yana
mevcut olan bazi proteinler de devam etmekte olan gelisim boyunca gozden
kaybolmaktadir. Pr-4, Pr-6, pr-7, pr-10, pr-11, pr-18, pr-19, pr-21, pr-22, pr-23

ilerleyen gelisim siirecinde gézden kaybolan protein bantlaridir.

Gelisim siirecinde evreye 6zgii proteinlerin liretilmesi de s6z konusudur. Pr-8 ve pr-
12 yeni nimfal evreye 0zgili, pr-9 2. evre nimfe 6zgil, pr-20 1. evre nimfe 6zgi

proteinler olarak gozlenmektedir.

Yeni birakilmis yumurta evresinden sonra protein bant sayisinda sabit bir siireg

baglamakta ve ardindan protein sayisinda artis gozlenmektedir. Yeni birakilmis
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yumurtada protein bant sayis1 13 iken, 1 giinliik, 2 giinliik ve 3 giinliikk yumurtada
protein bant sayis1 14 olarak sabitlenmis, 4 giinliik yumurtada 16 olmus ve 5 giinliik

yumurtada 17 olarak belirlenmistir.

Yeni nimfte protein bant sayist 14 iken, 1. evre nimf ve 2. evre nimfte 11°e
diismiistiir, 3. ve 4. evre nimfte ise protein bant sayis1 azalarak 6’ya diigmiistiir, son
nimfal evrede protein bant sayisi 4 olarak belirlenmis olup, ergin evrede 5 protein

bant sayisi tespit edilmistir.

Yumurta evreleri ile nimfal evreler arasinda 6zellikle de 5. evre nimfe dogru protein
bant sayisi bakimindan gesitli farkliliklar ortaya c¢ikmaktadir; yumurta evresinde

nimfal evreye gore daha fazla protein bandi tespit edilmistir.

A B C DE FMKGH I J K L M

Resim 4. 1. E. blandum’un yeni (A), 1-5 giinliikk (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-
5. evre (H-L), ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin
(MK) SDS-PAGE profilleri
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Cizelge 4. 1. E. blandum’un yeni (A), 1-5 glinliikk (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G),
1-5. evre (H-L), ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin
(MK)SDS-PAGEgizimleri

A B C D E F MK G H 1 J K L M

— et

s e b — e

24




22

Cizelge 4.2. E. blandum’un yumurta-ergin morfegenezi boyunca SDS-PAGE ile
aciga cikan total protein bantlarinin gelisimsel evrelere gére dagilimi

Total GELISIMSEL EVRELER

protein
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3 } - - - + |+ + - - - - ) ]
4 + |+ + + + |+ + S L - ) }
5 S I I A et e 0 e A
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16 e T e e e e e e S R
17 S I I A e e
18 + |+ | + + |+ |+ |+ L I A L )
19 + |+ | + + |+ |+ |+ L I A L )
20 o A A A IRt At A A M IR Nl I
21 S S O I S A R N IR B
22 S N I A e I i (B I A
23 + + + + + + - B j . ) _ -
24 o N o o AR AR IS

A: Yeni yumurta, B-F: 1-5 gunlik yumurta, G: Yeni nimf, H-L: 1-5. evre nimf, M: Ergin
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Cizelge 4.3. E. blandum’un yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde SDS-PAGE metodu ile aciga cikartilan protein bant

sayilari
) SDS-PAGE
TUR EVRE TOTAL
PROTEIN
Yeni Yumurta 13
1 glnldk yumurta 14
2 gunluk yumurta 14
3 glnlik yumurta 14
4 gunlik yumurta 16
5 glnlik yumurta 17
Euryedama blandum | Yeni Nimf 14
1. Evre Nimf 10
2. Evre Nimf 11
3. Evre Nimf 6
4. Evre Nimf 6
5. Evre Nimf 4
ErginEvre 5
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4.1.2. Aelia rostrata’nin gelisim evrelerindeki total proteinlerin elektroforetik
analizi

A. rostrata’nin yumurta ergin gelisimi boyunca SDS-PAGE yontemiyle agiga
cikartilan farkli gelisim evrelerindeki total proteinler resimde gosterilmistir (Bkz.
Resim 4.2). Jellerde gozlenen bantlar orijinden baslanarak artan aktivitelerine gore

numaralandirilmistir (Bkz. Cizelge 4.4. ve Cizelge 4.5).

A. rostrata’nin tim gelisimi boyunca toplam 21 major protein belirlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.6). Bu proteinlerden 4 tanesi tiim gelisim boyunca gozlenirken, 1 tanesi

yumurta gelisimi boyunca gozlenmistir.

Gelisim boyunca, gelisime bagli olarak yeni proteinler agiga ¢ikmaktadir. Bu
proteinlerin bir kisminin sentezi gelisimin son evresi olan ergin evreye kadar devam
etmektedir. Pr-1, 2.evre nimfte ortaya ¢ikan ve gelisimin daha sonraki evrelerinde de
gbzlenen protein bandidir. Pr-6, pr-8, pr-9, pr-11, pr-12, pr-13, pr-14 ve pr-16
yumurta gelisim siirecinin ¢esitli evrelerinde ortaya c¢ikan fakat sentezleri ergin

evreye kadar devam etmeyen protein bantlaridir.

Gelisim boyunca yeni proteinler agiga ¢iktig1 gibi, gelisimin baslangicindan itibaren
var olan bazi proteinlerde gelisimsel siire¢ boyunca kaybolmaktadir. Pr-3, pr-6, pr-
11, pr-13 ve pr-16 gelisimsel siirecin baslamasiyla var olan fakat gelisimsel siirecin

cesitli evrelerinde gozden kaybolan protein bantlaridir.

Bocek gelisimi boyunca pr-3 ve pr-6 yeni yumurta evresi, pr-5, 2 giinlilk yumurta
evresi, pr-8, 4 giinlik yumurta evresi ve pr-9, 5 giinliik yumurta evresine 6zgl
sentezlenmis proteinler olarak belirlenmistir. Ayrica pr-16 ise tiim yumurta
gelisimine 6zgli protein bandi olarak karsimiza ¢ikmaktayken, nimfal gelisim ile

ergin evreye 0zgi protein band tespit edilememistir.

Yeni birakilmig yumurtada 13 protein bant sayis1t mevcutken, 1 glinliik yumurtada bu

say1 10 olarak belirlenmis olup; 2 giinliilk yumurtada 13 olarak 3 giinliikk yumurtada
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11 olarak belirlenmigken, 4 giinliik yumurtada tekrar 10’a diismiis ve 5 giinliik
yumurtada 11°e ytlikselmistir.

Yeni nimfte protein sayisi azalarak 5 olmus, 1. evre nimfte 7’ye c¢ikmis, 2. evre
nimfte 10, 3. evre nimfte 9, 4. ve 5. evre nimf ile ergin evrede tekrar 10 protein bant

sayist tespit edilmistir.

Yumurta ile nimfal evre protein bantlar1 arasindaki fark; yeni nimf ile 1. evre nimf

haricinde iki boliim arasinda biiyiik bir degisim s6z konusu degildir.

A B C D E FMKGH I J K LM

Resim 4. 2. A. rostrata’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-
5. evre (H-L), ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin (MK)
SDS-PAGE profilleri [38]
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Cizelge 4. 4. A. rostrata’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G),
1-5. evre (H-L), ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin
(MK) SDS-PAGE ¢izimleri

A B C D

E F MK G H I J K L M

SP—

21
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Cizelge 4. 5. A. rostrata’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca SDS-PAGE ile
aciga cikan total protein bantlarin gelisimsel evrelere gore dagilimi

Total o
protein GELISIMSEL EVRELER
bantlar

A |B|C|D E F| G| H | J K L M
1 - -] - - - - - - + + + + +
2 + -] - - - - - - + + + + +
3 + - - - - - - - - - - - -
4 - - |+ - - - - - + + + + +
5 - - |+ - - - - - - - - - -
6 + - - - - - - - - - - - -
7 + + + + - + - + + + + + +
8 - - | - - + - - - - - - - -
9 - -] - - - + - - - - - - -
10 - -+ + - - - + + + + + +
11 + |+ | - - - - - - - - - - -
12 - - + + + + - - - - - - -
13 S I e e R e B - S N
14 - -+ |+ + + - - - - - - -
15 + |+ |+ | + + + + + + + + + +
16 + |+ |+ | + + + - - - - - - -
17 + + + + + + - - + + + + +
18 + |+ |+ | + + + + + + + + + +
19 + |+ |+ | + + + + + + + + + +
20 + |+ |+ | + + + + + - - - - -
21 + + + + + + + + + + + + +

A: Yeni yumurta, B-F: 5 giinliik yumurta, G: Yeni nimf, H-L: 1-5. Evre nimf, M: Ergin
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Cizelge 4.6. A rostrata’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde SDS-PAGE metodu ile agiga ¢ikartilan protein bant sayilari

SDS-
PAGE
TUR EVRE
TOTALI
PROTEIN

Yeni yumurta 13
1. gunluk yumurta 10
2. gunlik yumurta 12
3. gunlik yumurta 11
4. gunluk yumurta 10
5. guinlik yumurta 11
Aelia rostrata | Yeni Nimf 5
1. Evre Nimf 7
2. Evre Nimf 10
3. Evre Nimf 10
4. Evre Nimf 10
5. Evre Nimf 10
Ergin Evre 10
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4.1.3. Eurydema ventrale’nin gelisim evrelerindeki total proteinlerin
elektroforetik analizleri

E. ventrale’nin yumurta ergin gelisimi boyunca SDS-PAGE yontemiyle aciga
cikartilan farkli gelisim evrelerindeki total proteinler resimde gosterilmistir (Bkz.
Resim 4.3). Jellerde gozlenen bantlar orijinden baglanarak artan mobilitilerine gore

numaralandirilmistir (Bkz. Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8).

E. ventrale’nin tim gelisimi boyunca toplam 22 major protein belirlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.9). Bu proteinlerin 1 tanesi tiim gelisimsel evreye 6zgii iken, 3 tanesi
nimfal gelisim evrelerine 6zgii ve 5 tanesi yumurta gelisimine 6zgiidiir, ergin evreye

0zgl protein bandina rastlanmamustir.

Pr-1, pr-16 ve pr-20 yeni nimfte ortaya ¢ikan ve gelisimin daha sonraki evrelerinde
de gozlenen protein bantlaridir. Pr-2, pr-6, pr-7, pr-9 ve pr-15 nimfal gelisim; pr-11
yumurta gelisim siireglerinde ortaya ¢ikan ancak sentezleri ergin evreye kadar devam

etmeyen protein bantlaridir.

Gelisim boyunca yeni proteinler agiga ¢iktigi gibi, gelisimin baslangicindan itibaren
var olan bazi proteinler de gelisimsel siire¢ boyunca kaybolmaktadir. Pr-3, pr-4, pr-5,
pr-8, pr-10, pr-12, pr-13, pr-17, pr-18, pr-19, pr-21 gelisimsel siirecin baslamasiyla
var olan ancak gelisimsel siirecin cesitli evrelerinde gozden kaybolan protein

bantlaridir.

Bocek gelisimi boyunca pr-7 protein bandi yeni nimfal evreye 6zgii protein bandi

olarak belirlenmistir.

Ilk ii¢ giinliik yumurta evresinde ayn1 protein profili gdzlenirken, protein bant sayisi
her birinde 13 olarak belirlenmistir ve 3 giinlilk yumurtada protein sayis1 14 olarak
artmistir ancak 4 ve 5. gilinlerde protein profilleri ve sayist ayni 13 olarak
gozlenmistir. Tim yumurta gelisiminin protein yapilari itibariyle birbirine ¢ok yakin

protein profillerine sahip olduklarin1 gérmekteyiz.
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Nimfal evrelerde ise yeni nimf ve 1. evre nimfin protein profilleri ayn1 degildir
protein bant sayisi itibariyle aynidir ve 15 adet protein bandi mevcuttur. Bu evreden
sonra protein bant sayisinda ani bir diisiis s6z konusudur, 2. nimfal evre, 3. nimfal
evre, 4. nimfal evre, 5. nimfal evre ve ergin evrenin her birinde 5 adet protein bandi

tespit edilmistir ve her bir evrenin protein profillerinin ayni oldugu goriilmektedir.

A B C DE FMKGHTIJ K.L M

Resim 4.3 E. ventrale’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-5
evre (H-L), ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin (MK)
SDS-PAGE profilleri [38]
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Cizelge 4.7. E. ventrale’nin yeni (A), 1-5 gilinliikk (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G),
1-5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerin total proteinlerinin ve markerin

10

22

(MK) SDS-PAGE ¢izimleri

A B C D E

F MK G H

I J

K L M

——— = —

14
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Cizelge 4.8. E. ventrale’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca SDS-PAGE ile

aciga cikan total protein bantlarinin gelisimsel evrelere gore dagilim

Total o
protein | GELISIMSEL EVRELER
bantlari

A B C D E F G H I J K L
1 - - - - - - + + + + + +
2 - - - - - - + + - - - -
3 + + + + + + + + - - - -
4 - + + + + + + + - - - -
5 + + + + + + - - - - - -
6 - - - - - - + + - - - -
7 - - - - - - + - - - - -
8 + + + + + + - + - - - -
9 - - - - - - + + - - - -
10 + + + + + + - - - - - -
11 - - - + - - + + - - - -
12 + + + + + + + + - - - -
13 + + + + + + - - - - - -
14 + + + + + + - - + + + +
15 - - - - - - + + - - - +
16 - - - - - - + + + + + +
17 + + + + + + - - - - - -
18 + + + + + + - - - - - -
19 + + + + + + + + - - - -
20 - - - - - - + + + + + +
21 + + + + + + + + - - - -
22 + + + + + + + + + + + +

A: Yeni Yumurta, B-F: 1-5 Glnlik Yumurta, G:

Yeni Nimf, H-L: 1-5.

Evre Nimf, M: Ergin
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Cizelge 4.9. E. ventrale’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde SDS-PAGE metodu ile agiga ¢ikartilan protein bant sayilari

SDS-
TUR EVRE PAGE
TOTAL PROTEIN
Yeni Yumurta 12
1. gunldk yumurta 13
2. gunluk yumurta 13
3. gunlik yumurta 14
4. gunldk yumurta 13
5. gunlik yumurta 13
Eurydema ventrale | Yeni Nimf 15
1. Evre Nimf 15
2. Evre Nimf 5
3. Evre Nimf 5
4. Evre Nimf 5
5. Evre Nimf 5
Ergin Evre 5
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4. 2. Native- PAGE Metodu ile Esteraz izozimlerinin Analizi

4.2.1. Eurydema blandum’un gelisim evrelerindeki esteraz izozimlerinin Native
PAGE metodu ile analizi

Yeni Birakilmis Yumurta: Bu evrede 2 tane esteraz bandi1 mevcuttur. Est-1 en diisiik
aktiviteyi bu evrede gdsterir. Diger esteraz bandi est-13’dir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge
4.10).

1 Giinliik Yumurta: Yeni yumurtada var olan esteraz bandi kaybolmustur yeni bir
esteraz bandi olan est-2 band1 ortaya ¢ikmistir ve est-13 bandi bu evrede de yine ayni

aktivitede devam etmektedir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

2 Giinliik Yumurta: Yeni yumurta ve 1 glinlilk yumurtalarin her ikisinde de mevcut
olan esteraz bantlarini iceren bir evredir; est-1 aktivitesini artirmistir, est-2 ve est-13

bantlart mevcuttur (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

3 Giinliik Yumurta: Sadece bu evreye 6zgii olan est-3 band1 ortaya ¢ikmustir ve est-1
ve est-2 bantlar1 bu evrede aktivitelerini yitirmislerdir. est-13 band1 ayn1 yogunlukta

devam etmektedir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

4 Giinliik Yumurta: Bu evrede est-3 bandi aktivitesini yitirmistir. Sadece est-13 bandi

aktif durumdadir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

5 Giinliik Yumurta: 4 giinliik yumurta evresi ile ayni esteraz profiline sahiptir (Bkz.

Resim 4.4, Cizelge 4.10).

Yeni Nimf: Est-19 ve est-21 bantlar1 ilk defa ortaya ¢ikmistir ve nimfal evreye 6zgii
olan est-19 bant1 ilk defa gozlenmistir. Diger bantlar gézden kaybolmustur. Biitiin
nimfal gelisim siirecinde en az esteraz bandi bu evrede goriilmiistiir (Bkz. Resim 4.4,
Cizelge 4.10).

1. Evre Nimf: 1. nimfal evrede aktivitesi diisiik olarak gdzlenen ve ergin evrede yine

aktivitesi azalan ancak diger biitiin nimfal gelisim silirecinde goriilen est-15 bandi
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ortaya ¢ikmistir ve est-19 ve est-21 bantlar1 ayn1 aktivitede goriilmektedir. Toplam 3

esteraz bandi1 goriilmektedir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

2. Evre Nimf: Bu evrede toplam 4 esteraz bandi goriiliir ve est-15 bandinin aktivitesi
artmistir; est-19 bandinin diger evrelerdeki gibi aynmi aktivitede devam ederken bu
evrede est-21 bandinin aktivitesi sona ermis ve bu evrede est-22 bandi ilk defa ortaya
cikmigtir, bundan sonraki biitiin evrelerde de aktivitesini devam ettirmektedir. Ayni
zamanda est-23 band1 diislik aktivitede ve ilk defa ortaya ¢ikmistir (Bkz. Resim 4.4,
Cizelge 4.10).

3. Evre Nimf: 8 adet esteraz band1 goriiliir ve bir onceki evrenin 2 kati kadar esteraz
band1 ortaya ¢ikmistir. Bu evrede ilk defa est-6 ve est-7 bantlar1 ortaya ¢ikmistir ve
bundan sonraki evrelerde de devam edecek olan esteraz bantlaridir. Est- 15, 19, 22
bantlar1 ayn1 yogunlukta devam etmektedir. Est- 16 bandi diisiik aktivitede bu evrede
ortaya ¢ikmustir. Est-17 bandi ise sadece bu evreye 6zgii bir banttir. Est-18 bandi da
yine ilk defa ve diislik aktivitede bu evrede ortaya ¢ikmistir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge
4.10).

4. Evre Nimf: 13 adet esetraz band1 goriiliir, est- 5, 9, 20 bantlar1 bu evreye 6zgii
bantlardir. Est-6, 7, 15, 16, 19, 22 bantlar1 ayn1 yogunlukta devam etmekte olan
bantlardir. Est-11 ve 14 bantlar ilk defa ortaya ¢ikan bantlardir ve bundan sonraki
evrelerde de devam eden bantlardir. Est-12 band1 yine bu evrede ilk defa ortaya
cikmaktadir. Est-18 bandi son olarak bu evrede goriilmektedir (Bkz. Resim 4.4,
Cizelge 4.10).

5. Evre Nimf: 12 adet esteraz bandi goriiliir. Yumurta evrelerinden sonra nimfal
evrede ilk defa yogun olarak est-13 bandi tekrar karsimiza ¢ikmaktadir. Bu evreye
0zgl bantlar est-4, 10 bantlaridir. Est-6, 7, 11, 14, 15, 22 bantlar1 hala devam eden
bantlardir. Est-16 ve 19 bantlar1 en son bu evrede goriilmektedir. Est-23 bandi 1. evre
nimften sonra son kez ortaya ¢ikmaktadir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

Ergin Evre: Esteraz sayis1 8 olarak belirlenmistir. Est-6, 7, 11, 14, 15, 22 bantlarinin

aktiviteleri devam etmektedir. Est-8 bandi bu evreye 6zgii esteraz bandidir. Est-4, 10,
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13, 16, 19, 23 bantlarinin aktiviteleri bitmistir. Est-12 band1 4. evre nimften sonra

yeniden ortaya ¢ikmistir (Bkz. Resim 4.4, Cizelge 4.10).

A B C DEFG H T J K L M

Resim 4.4.E. blandum’un yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-5.
evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-PAGE
zimogrami [38]
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Cizelge 4.10. E. blandum’un yeni (A), 1-5 glinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G),
1-5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-

PAGE ¢izimleri

14

19

23
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Cizelge 4.11. E. blandum’un yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde Native PAGE metodu ile agiga cikartilan esteraz bant

sayilari
) NATIVE-PAGE
TUR EVRE
ESTERAZ SAYISI
Yeni Yumurta 2
1 gunldk yumurta 2
2 glnlik yumurta 3
3 glnlik yumurta 2
4 gunluk yumurta 1
5 glnlik yumurta 1
Euryedama blandum | Yeni Nimf 2
1. Evre Nimf 3
2. Evre Nimf 4
3. Evre Nimf 8
4. Evre Nimf 13
5. Evre Nimf 12
Ergin Evre 8
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4.2.2. Aelia rostrata’nin gelisim evrelerindeki esteraz izozimlerinin Native-
PAGE metodu ile analizi

Yeni Yumurta: Bu evrede est-5, est-16, est-18 bantlar1 goriilmektedir. Toplam 3

esteraz band1 gozlenmektedir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

1 Giinliik Yumurta: Est-4 band1 bu evreye 6zgli esteraz bandidir ve diistik aktivite
gostermektedir. Est-6 bandi yine bu evrede ilk defa ortaya ¢ikmistir ve diger yumurta
gelisiminde de gozlenmektedir. Est-16 band1 gozden kaybolmustur. Toplam 4 esteraz
band1 goriilmektedir. Est-5 bandi aktivitesini devam ettirmektedir ve est-19 bandi

yine bu evrede ilk defa ortaya ¢ikan esteraz bandidir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

2 Giinliik Yumurta: Est-6 band1 gozlenmeye devam etmektedir. Est-17 band ilk kez
ortaya cikmigtir. Est-19 bandi aktivitesini devam ettirmektedir. Toplam 3 esteraz

bandi mevcuttur (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

3 Giinliik Yumurta: 3 esteraz bandi goriilmektedir. Est-6 bandi aktivitesini devam
ettirmektedir ve est-18 bandi yeni yumurtadan sonra yeniden gozlenmektedir ancak
aktivitesi azalmistir ve diger yumurta gelisimlerinde de gozlenecektir. Est-19 bandi

ayni aktivitede devam etmektedir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

4 Giinliik Yumurta: Est-6, 18, 19 bantlar1 aktivitelerini bu evrede devam
ettirmektedirler, est-19 bandi bu evrede aktivitesini artirmistir. 3 esteraz bandi

goriilmektedir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

5 Giinliik Yumurta: 5 adet esteraz bandi goriilmektedir. Est-5 bandi 1 giinlik
yumurtadan sonra yeniden gézlenmistir. Est-18 bandinin aktivitesi artmistir. Est-19
bandinin aktivitesi biraz azalmistir ve ilk defa est-20 bandi goriilmiistiir (Bkz. Resim

4.5, Cizelge 4.12).

Yeni Nimf: Nimfal evrede ilk defa 1 gilinliik yumurtadan sonra goriilen est-19 bandi

aktivitesini bu evrede artirmistir. Yine bu evrede ilk defa diisiik aktivitede goriilen ve



40

bundan sonra ergin evreye kadar goriilecek olan est-2, est-3 bantlari ile est-7 band1

goriilmektedir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

1.Evre Nimf. Toplam 6 esteraz band1 mevcuttur. Est-2, est-3 bantlarinin aktiviteleri
artmistir. Est-7 band1 aynmi aktivitede devam etmektedir. Est-19 bandi1 ayni aktivitede
devam etmektedir. Bunun haricinde est-17 band1 2 giinliik yumurtadan sonra tekrar
karsimiza ¢ikmaktadir. Est-18 bandi da 5 giinliik yumurta evresinden sonra yeniden

ortaya ¢cikmistir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

2.Evre Nimf: Toplam 6 esteraz bandi goriilmektedir ve est-5 bandi tekrar karsimiza
cikmistir ve bu evreden sonra gdzden kaybolmaktadir. Est-2, est-3 bantlar1 da devam
etmektedir. Est-7 ve est-17 bantlar1 gdzden kaybolmaktadir. Est-18 bandi , est-19
bandi devam etmektedir, est-19 bandinin mobiltesi azalmistir. Est-20 band1 5 giinliik

yumurta evresinden sonra tekrar ortaya ¢cikmistir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

3.Evre Nimf: 11 esteraz bandi mevcuttur. Est-2, est-3, est-8, est-9, est-10, est-11, est-
12, est-13, est-14, est-18, est-19 bantlar1 goriilmektedir. Yeni olarak ortaya ¢ikan ve
bu evreden sonraki evrelerde de devam eden bantlar est-8, est-9, est-10, est-11, est-
12, est-13, est-14 bantlaridir. Est-19 bandi yine yliksek aktivitede goriilmektedir
(Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

4. Evre Nimf: 11 esteraz bandi goriilmektedir. Est-19 bandi yiiksek aktivitede
goriilmektedir. Est-15 bandi ilk defa bu evrede ortaya c¢ikmistir. Est-18 bandi ise
gbzden kaybolmustur. Est-2, 3, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 19 bantlar1 devam eden
esteraz bantlaridir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.11).

5. Evre Nimf: 4. evre nimf ile ayn1 esteraz profiline sahiptir (Bkz. Resim 4.5, Cizelge
4.12).

Ergin Evre: Est-1 band1 sadece ergin evreye 6zgii esteraz bandidir. Est-7 band1 1.

evre nimften sonra tekrar karsimiza c¢ikmaktadir. Est-16 bandi ise yeni birakilmis
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yumurta evresinden sonra tekrar gozlenmistir, est-15 bandi gézden kaybolmustur

(Bkz. Resim 4.5, Cizelge 4.12).

A B C DE F G HI J K L M

Resim 4.5. 4. rostrata’nin yeni (A), 1-5 giinliikk (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-
5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-
PAGE zimogrami [38]
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Cizelge 4.12. A. rostrata’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G),
1-5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-
PAGE ¢izimleri

20
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Cizelge 4.13. A. rostrata’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde Native PAGE metodu ile agiga cikartilan esteraz bant

sayilari
) NATIVE-PAGE
TUR EVRE
ESTERAZ SAYISI
Yeni Yumurta 3
1 glnldk yumurta 4
2 glnlik yumurta 3
3 gunluk yumurta 3
4 gunlik yumurta 3
5 gunlik yumurta 5
Aelia rostrata Yeni Nimf 4
1. Evre Nimf 6
2. Evre Nimf 6
3. Evre Nimf 11
4. Evre Nimf 11
5. Evre Nimf 11
Ergin Evre 13
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4. 2. 3. Eurydema ventrale’nin gelisim evrelerindeki esteraz izozimlerinin Native-
PAGE metodu ile analizi

Yeni Birakilmis Yumurta: Toplam 2 esteraz bandi mevcuttur, est-16, est-18 bantlari
tiim gelisim boyunca da karsimiza ¢ikacak olan bantlardir (Bkz. Resim 4.6, Cizelge
4.14).

1 Giinliik Yumurta: Yeni birakilmis yumurta evresiyle ayni esteraz profiline sahiptir.

Toplam 2 esteraz band1 mevcuttur (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

2 Giinliik Yumurta: 1 glinliikk yumurta ile aym esteraz profiline sahiptir ancak est-16
aktivitesi azalmigtir. Toplam 2 esteraz bandi mevcuttur (Bkz. Resim 4.6, Cizelge

4.14).

3 Giinliik Yumurta: 2 ginliik yumurta ile ayn1 esteraz profiline sahiptir. Toplam 2

esteraz band1 mevcuttur (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

4 Giinliik Yumurta: 3 giinliik yumurta ile ayni esteraz profiline sahiptir. Toplam 2

esteraz band1 mevcuttur (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

5 Giinliik Yumurta: Yeni esteraz banti olan est-3 bandi ortaya ¢ikmustir, diger 2
esteraz bantlarindan est-16 bandi, est-18 bandinin aktivitesi daha yogun olarak

devam etmektedir (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

Yeni Nimf: Est-2 band1 bu evreye 6zgii olarak goriilmektedir. Bunun haricinde, est-4
bandi tiim nimfal gelisim siirecinde ergin de dahil olmak iizere mevcuttur. Est-5
bandi bu evreye 0zgiidiir. Yine nimfal gelisim siirecinde donem donem goriilecek
olan est-7 bandi bu evrede gozlenmektedir. Est-16 ve est-18 bantlarinin aktivitesi
ayni yogunlukta devam etmektedir. Toplam 6 esteraz bandi mevcuttur (Bkz. Resim

4.6, Cizelge 4.14).
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1. Evre Nimf. Est-3 band1 5 giinliikk yumurtadan sonra tekrar gozlenmektedir. Est-4
band1 ayni aktivitede devam eder ancak est-5, est-7 bantlar1 aktivitesini yitirmistir.
Est-16, est-18 bantlar1 aym1 aktivitede devam etmektedir. Toplam 4 esteraz bandi

gozlenmistir (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

2. Evre Nimf: Toplam olarak 10 esteraz bandi sayilmistir. Est-3, est-4, est-16, est-18
bantlar1 devam eden bantlarken est-11, est-12, est-13, est-14, est-21, est-22 bantlari
yeni ortaya ¢ikan bantlardir. Est-21 ve est-22 bantlar1 diistik aktivitelerde goriiliirken
est-11 band1 sadece bu evreye 6zgii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Bkz. Resim 4.6,

Cizelge 4.14).

3. Evre Nimf: Toplam 12 esteraz band1 gozlenmektedir. Est-3, est-4, est-12, est-13,
est-14, est-16, est-18, est-21, est-22 bantlar1 devam eden bantlarken; est-6, est-7, est-
8 bantlar1 ise yeni ortaya ¢ikan bantlardir ve diisiik aktivite gosterirler yine est-4
bandinin aktivitesi diisiiktiir, est-21, est-22 bantlarinin aktiviteleri yiiksekken est-12,

est-13, est-14 bantlarinin aktiviteleri diisiiktiir (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

4. Evre Nimf: Toplam 17 esteraz bandi1 gozlenmektedir. Est-1 bandi ilk defa bu
evrede ortaya cikmaktadir. Est-10 bandi sadece bu evrede gozlenmektedir. Est-15
bandi da yine bu evrede ilk defa ortaya ¢ikar ve bundan sonra gelen evrelerde de
goriiliir. Est-19, est-20 bantlar1 da ayni sekildedir. Bunun haricinde est-18 bandinin
aktivitesi yiiksektir, est-4 aktivitesi bir dnceki evreye oranla artmistir. Est-3, est-4,
est-6, est-7, est-8, est-12, esst-13, est-14, est-16, est-18 bantlar1 devam etmektedir.
Est-21, est-22 bantlar1 da en son bu evrede gozlenir (Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).

5. Evre Nimf: Toplam 15 esteraz band1 goriilmektedir. Est-1, est-3, est-4, est-6, est-6,
est-7, est-9, est-12, est-13, est-14, est-15, est-16, est-18, est-19, est-20 bantlar1 devam
etmektedir ancak est-10, est-21, est-22 bantlar1 gézden kaybolmustur. Est-17 bandi
ortaya cikmigtir ve sadece bu evrede gozlenir. Est-8 bandi gozden kaybolmustur

(Bkz. Resim 4.6, Cizelge 4.14).
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Ergin Evre: Est-1, est-17 bantlar1 gozden kaybolmustur. Est-3, est-4, est-6, est-7, est-
9, est-12, est-13, est-14, est-15, est-16, est-18 est-19, est-20 bantlar1 devam eden
bantlarken, est-23 bandi1 bu evreye 6zgii esteraz bandi olarak gozlenmektedir (Bkz.

Resim 4.6, Cizelge 4.14).

A B CDEFG H T J K LM

Resim 4.6. E. ventrale’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalar1, yeni nimf (G), 1-
5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-
PAGE zimogrami [38]
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Cizelge 4.14.E. ventrale’nin yeni (A), 1-5 giinliik (B-F) yumurtalari, yeni nimf (G), 1-
5. evre (H-L), ve ergin (M) bireylerinin esteraz enzimlerinin Native-
PAGE ¢izimleri

23
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Cizelge 4.15. E. ventrale’nin yumurta-ergin morfogenezi boyunca farkli gelisimsel
evrelerinde Native PAGE metodu ile agiga cikartilan esteraz bant

sayilari
) NATIVE-PAGE
TUR EVRE
ESTERAZ SAYISI
Yeni Yumurta 2
1 glnldk yumurta 2
2 glnlik yumurta 2
3 gunlik yumurta 2
4 gunlik yumurta 2
5 gunlik yumurta 3
Eurydema ventrale |Yeni Nimf 6
1. Evre Nimf 4
2. Evre Nimf 10
3. Evre Nimf 12
4. Evre Nimf 17
5. Evre Nimf 15
Ergin Evre 14
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5. SONUC VE ONERILER

Birgok arastirict hemimetabol ve holometabol bdceklerin yumurtalari, erginleri ve
gelisim donemindeki nimf veya larvalarinin protein orgiilerinde meydana gelen bir

takim degisikliklerin varligini belirlemislerdir.

Hemimetabol bir bocek olan Oncopeltus fasciatus’un 3., 4. ve 5. evre nimfleri ile
erginlerinin yag dokusu ile hemolenfindeki protein oOzelliklerini SDS-PAGE
yontemiyle incelemisler ve protein Orgiilerindeki kalitatif ve kantitatif degisimleri
gostermiglerdir. Bu bulgularda 3. nimfal evrenin hemolenfinde 29 protein bandi, 4.
ve 5. nimfal evrede 45 protein bandi, erginde ise 41 protein bandi tespit edilirken,
yag dokusunda 3. nimfal evrede 18 protein bandi, 4. nimfal evrede 34 protein bandi

ve 5. nimfal evre ile ergin evrede 25 protein bandi tespit edilmistir [14].

Baska bir ¢alismada da yine ayni bocek olan Oncopeltus fasciatus’un total viicut
proteinleri incelenmis; 3. ve 4. nimfal evrede 31 protein bandi, 5. nimfal evrede 30
protein band1 ve ergin evrede 28 protein bandi tespit edilmistir. Bu c¢alismanin
devaminda Grophosoma lineatum’un total viicut proteinlerinde; 3. evre nimfte 22
protein bandi, 4. nimfal evrede 21 protein bandi, 5. nimfal evrede 20 protein bandi ve

ergin evrede 14 protein bandi tespit edilmistir [37].

Eurydema blandum, Aelia rostrata ve Eurydema ventrale’nin total viicut
proteinlerinin calisildigi bu calismada; E. blandum’un 3. nimfal evrede 6 protein
bandi, 4. nimfal evrede 6 protein bandi, 5. nimfal evrede 4 protein bandi ve ergin
evrede 5 protein bandi tespit edilmistir. E. blandum gibi hemimetabol bir bocek olan
A. rostrata’nin 3. nimfal evre, 4. nimfal evre, 5. nimfal evre ve ergin evrede total
olarak 10 protein bandi tespit edilmistir. E. ventrale’de ise 3. nimfal evre, 4. nimfal

evre ve 5. nimfal evre ile ergin evrede total olarak 5 protein bandi tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda proteinlerde bir takim kalitatif ve kantitatif degisimler tespit
edilmistir. Bizim yaptigimiz calismada ise E. blandum’un total proteinlerinde

kalitatif ve kantitatif degisimler s6z konusuyken, A. rostrata ve E. ventrale’nin total
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viicut proteinlerinde kantitatif olarak degisiklikler gozlenmemis buna karsin kalitatif

olarak degisimler tespit edilmistir [14, 15].

Holometabol boceklerde yapilmis ¢alismalardan da benzer sonuglar elde edilmistir.
Galleria mellonella’nin 5. instar, 6. instar ve 7. instar larvalariin yine yag dokusu ve
hemolenfindeki proteinleri SDS-PAGE yontemiyle analiz edilmis ve benzer sekilde
proteinlerdeki kalitatif ve kantitatif degisimler gosterilmistir. Holometabol bir bocek
olan Culicoides verripennis’in (Diptera: Cerratopogondae) yumurtadan-ergine
gelisim siirecinde total viicut proteinleri incelenmis; larval, pupal ve ergin de

meydana gelen benzer degisimler gdsterilmistir [14, 15].

Dipterler {iizerinde yapilan c¢alismalarda evrelere 0zgli proteinlerin varlig
gosterilmistir. Lepidopterler lizerinde yapilan benzer caligmalarda da holometabol

boceklerde goriilen 6zelligin goriildiigi tespit edilmistir [56, 57].

Oncopeltus fasciatus ve Graphosoma lineatum’un yumurta gelisimi, nimfal geligimi

ve tim gelisime 6zgii protein bantlar1 da arastirmalarda tespit edilmistir [37].

Bu calismada E. blandum, A. rostrata ve E.ventrale’nin yumurta, nimfal gelisimleri
ile tim gelisime 0zgli protein bantlar1 da tespit edilmistir. Gerek hemimetabol
gerekse holometabol bdceklerde gozlenen bu evrelere 6zgii protein bantlarinin
protein sentezinin tek evre i¢in gergeklesebilecegini gosterirken, bir kisim protein

sentezinin ise tiim gelisime 6zgii olarak gergeklestirilebilecegini gostermektedir.

Bazi1 arastiricilar tarafindan gelisim siirecinin farkli evreleri iizerinde yapilan
caligmalarda, bocegin esteraz aktivitesindeki degisimler ortaya konmustur. Nisasta
jel elektroforezi ve Native-PAGE elektroforez metodlar ile Graphosoma lineatum ve
Oncopeltus fasciatus’la yapilan c¢alismalarda yumurta gelisiminde ve nimfal
gelisimde esteraz aktivitelerinde meydana gelen bir takim degisiklikler ortaya

koyulmustur [37].
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Oncopeltus fasciatus ve Graphosoma lineatum ile yapilan ¢alismada; Oncopeltus
fasciatus’un 3. evre nimfi ve Graphosoma lineatum’un 4. evre nimfinde esteraz
aktivesinin en yiiksek diizeyde oldugunu belirlenmis ve bu evrelerden sonra ise

esteraz aktivesinin azalig gosterdigi belirtilmistir [37].

E. blandum ve E.ventrale’nin 4. evre nimf, A. rostrata’min ise ergin evrede
esterazlarin maksimum aktiviteye ulastiklar1 gelisimsel evreler olarak dikkat
cekmektedir (Bkz. Cizelge 4.11, Cizelge 4.13, Cizelge 4.15). E. blandum ve E.
ventrale’de bu evrelerden itibaren esteraz bandinin aktivitesinde az miktarda da olsa
azalis s6z konusuyken, 4. rostrata’nin esteraz aktivitesi 3., 4. ve 5. nimfal evrelerde
sabit, ergin evrede maksimum oldugu gozlenmektedir (Bkz. Cizelge 4.13). Zararh
boceklerle miicadelede kullanilan insektisitlere karst boceklerin gosterdikleri direngte
ylksek esteraz aktivitesinin rol oynadigi birgok arastirmada ortaya konmaktadir.
Boceklerin kimyasal ilaglara, insektisitlere karsi gelistirdikleri direncte etken esteraz
aktivitesinin yiiksek olmasi ise, zararli boceklerin yumurtadan ergin birey hale
geldikleri gelisim siireci igerisinde esteraz aktivitelerinde meydana gelen
degisimlerin tespit edilmesi; zararlilarla yapilan zirai miicadeleyi daha etkili hale
getirebilecek ve bunun neticesinde de dolayli yonlerden insan saglhigini olumsuz
etkileyen insektisitlerin, pestisidlerin etkilerini en aza indirgeyebilecek ayrica ¢evre

tizerindeki zararlar1 da azaltabilecektir [26-28].

Anopheles tiirlerinin incelendigi ¢alismada esterazlarin larval, pupal ve ergine 6zgi
ayrica tiim gelisime 6zgii esteraz bantlari tespit edilmistir. Yine Oncopeltus fasciatus
ve Graphosoma lineatum ile yapilan ¢alismada da yumurta gelisimine, nimfal
gelisime ve tiim gelisime 6zgii esteraz bantlar1 belirlenmistir ve evrelere 6zgii esteraz
bantlarinin; bulundugu evreye 6zgii bir takim olaylarda rol alabilecegini, tiim gelisim
boyunca devam eden esteraz bantlarinin genel metabolik olaylarda rol alabilecegi
ileri siirlilmiistiir. Bunun yaninda E. blandum’un 5. nimfal evresinde gozlenen esteraz
bantlar1 (est-4 ve est-10 bantlar1) ergin evre i¢in gerekli olan bir takim maddeleri

sentezlemek tizere ifade edildiklerini diistindiirmektedir [37, 58].
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Incelenen E. blandum ve E. ventrale ve A. rostrata’da ise; evrelere dzgii esteraz
bantlar1 s6z konusudur (Bkz. Resim 4.4- Resim 4.6 ve Cizelge 4.10, Cizelge 4.12,
Cizelge 4.14). Yapilan caligmalar hemimetabol ve holometabol boceklerde her ne
kadar gelisim farkli sekilde gerceklesse de esteraz sentezinin birbirleriyle uyumlu

olabilecegini gostermektedir.

Nimfal gelisimde yumurta gelisimine gore daha fazla esteraz bandi ortaya ¢iktig1 ve
bunun nedeninin ise yumurtanin agilmasiyla esteraz enzimini kodlayan bir ¢ok
lokusun nimfal gelisimin basinda ifade edilmesinden dolay1 olabilecegi ortaya
konmustur. Bu ¢alismada ise yine E. blandum, A. rostrata ve E. ventrale’nin nimfal
gelisiminde yumurta gelisimine gore daha fazla sayida esteraz bandi tespit edilmistir.
Bu durumu E. ventrale igin ele alirsak 5 giinlilk yumurtada 3 olan esteraz bandi
sayis1 yumurtanin agilmasiyla 6’ya yiikselmistir (Bkz. Cizelge 4.15). Bu durumda
yumurtanin agilmasiyla esteraz enzimini kodlayan bir¢ok lokus nimfal gelisimin
hemen basinda ifade edilmistir. E. ventrale’nin, E. blandum ve A. rostrata’ya gore

esteraz ekspresyonun gelisimle daha uyumlu oldugu sdylenebilir [37].

Oncopeltus fasciatus’un gelisim siireci ile yapilan ¢alismada yeni yumurta evresi ile
1 giinliik yumurta evresindeki esteraz iceriklerinde; yumurtada gozlenen evreye 6zgii
esteraz bantlarinin annenin maternal gen {riinlerinin olabilecegi ve bu estreazlarin
anneye ait olan maternal etkili genlerin ifade edilmesi sonucu sentezlenen ve
yumurtanin belirli bdlgelerinde lokalize olan mRNA’larin translasyonu sonucu
ortaya ¢ikabilecegi ileri siiriilmistiir. E. blandum, A. rostrata ve E. ventrale ile
yaptigimiz ¢alismada A. rostrata’nin yeni ve 1. giinlik yumurtas: incelendiginde;
yeni yumurta evrede var olan esteraz bandinin (est-16) 1 giinlilk yumurtada ve daha
sonraki gelisim evrelerinde goézlenmeyip ergin evrede tekrar ortaya c¢ikmasi bu

esteraz bandinin maternal etkili genlerin {iriinii olabilecegini diisiindiirmektedir [37].

E. ventrale’nin 1. evre nimfin baslangici olan yeni nimfte gozlenen est-2 ve est-5
bantlariin 1. evre nimfte kaybolmasi ayni evre icinde esteraz sentezindeki

farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Bkz. Cizelge 4.14).
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Yapilan ¢alismalarda gelisimin ¢esitli evrelerinde ortaya ¢ikan ancak bagka bir
gelisim evresinde tekrar gozlenebilen esteraz bantlarinin farkli lokuslarin iiriinleri
olabilecekleri ayni lokusu temsil eden ancak bocek gelisimine bagli olarak sentezi
farkli bigimde gerceklestirilen esteraz bantlarinin olabilecegini ya da kullanilan
teknikle gosterilemeyecek kadar diisiik aktivitede sentezlendigi belirtilmistir. E.
blandum’un gelisimindeki est-1 bandinin yeni yumurtada ortaya c¢ikip 1 giinliik
yumurta da kaybolup 2 giinliik yumurtada tekrar ortaya ¢ikmasi, est-23 bandinin 2.
evre nimfte ortaya ¢ikmasi 3. ve 4. evrelerde kaybolup 5. evre nimfte tekrar ortaya
cikmast; benzer bir olayin 4. rostarata’da est-21 bandinin yeni nimfte ortaya cikip 1.
evre nimfte kaybolmasi ve 2. evre nimfte tekrar ortaya ¢ikmasi ve aktivite olarak
yakin olmalar1 bu bantlarin farkli lokuslarin {iriinii yada ayni lokusu temsil eden ve
gelisime bagl olarak sentezi farkli bir bigimde gergeklestirilen esteraz bantlari da
olabilir (Bkz. Cizelge 4.12) veya kullandigimiz teknikle gosterilemeyecek kadar
diisiik aktivite sentezlenmis olabilir. Gelisim siirecinde meydana gelen esteraz
aktivitesindeki farklilik ise gen ekspresyonunun farkli oranlarda olabilecegini

gostermektedir [37].

Dipterlerde coklu esteraz aktivitesi tespit edilmis ve bu bantlarin fazla lokus
tarafindan kontrol edildigi sonucunu c¢ikarmislardir. Heteropterlerle yapilan
calismada da esteraz enzimi sentezinin birgok lokus tarafindan kontrol edildigi tespit
edilmistir. E. blandum, A. rostarata, E. ventrale ile yapilan bu ¢alismada da esteraz

enziminin sentezinde birgok lokusun etkili olabilecegi belirlenmistir [37, 59].

Bocek gelisiminde ortaya ¢ikan esteraz enzimlerinin fonksiyonlar1 arastiricilar
tarafindan belirlenmistir. Bu ¢alismalarda kolinesterazlarin sinir sistemiyle iliskili
oldugu ve non-spesifik esterazlarin, ergin boceklerde asetilkolin salgilanmasiyla
iligkili oldugu ayrica tiim yumurta gelisimindeki fizyolojik olaylara katilmakta

olduklarini belirlemislerdir.

Oncopeltus  fasciatus’un gelisen embriyo ve gen¢ nimflerinin dokulariin
histokimyasal yontemlerle boyanarak yapilan ¢alismada aromatik esteraz, aliesteraz

ve kolin esterazlarin gelisim siirecindeki ¢esitli evrelerde iiretildigini, bu esterazlarin
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hiicre ve dokularda bulunduklarini ayrica bulunduklar1 bolgelerdeki ¢esitli olaylarda
gorev yaptiklan ileri siirilmiistiir. Yapilan ¢alismada 3 giinliik yumurtada non-
spesifik esterazin seroza hiicrelerinde bulundugu ve subkordiyal membran
olusumunda gorev yaptigi, 4 giinliik yumurtada tespit edilen asetilkolin esterazin
sinir sisteminin gelisiminde, 4 giinliikk embriyoda ise epidermal hiicrelerde aromatik
esterazin embriyonik kiitikula olusumunda goérev yaptigi ileri siiriilmiistiir. Bu
caligsmada tiim viicut homojenatlarindaki esterazlar incelendigi i¢in hiicre ve dokulara

0zgl esterazlarin 6zelliklerinin karakterizasyon ¢alismasi yapilmamistir [20].

Gelisim siirecinde cesitli evrelerde ortaya cikan ve daha sonra gozden kaybolan
esterazlarin da bulunduklar1 donemdeki gelisimsel olaylarda gorevli olduklar

sOylenebilir.

Anopheles larvalarinda yapilan calismada larvalarda tespit edilen yliksek esteraz
aktivitesinin ekdizon hormonu {izerinde diizenleyici rol oynayabilecegi belirtilmistir.
Baska bir c¢alismada ise karboksil esterazin JH seviyesini diizenlemede rol

oynayabilecegi ileri stiriilmiistiir. [59, 60]

E. ventrale, E. blandum ve A. rostrata’nin yumurtadan ergine kadar devam eden
gelisim siirecindeki farkli gelisim evrelerindeki esteraz profillerinin belirlenmesi
ileride bu esterazlarin lokalize olduklar1 bolgelerdeki fonksiyonel o6zelliklerinin

belirlenebilmesi amaciyla kullanilabilecektir.

Arastiricilar tarafindan bocek gelisiminde otaya c¢ikan bir takim proteinlerin
enzimatik aktivite gosterdiklerini benzer jel iizerinde bu proteinlerin enzimatik
aktivitelerinin incelenmesi ve elde edilen enzimatik aktiviteye sahip protein
bantlariin bu modeldeki proteinlerle karsilagtirilarak hangi proteinin enzimatik
aktiviteye sahip oldugunun belirlenebilecegini ileri siiriilmiistiir. E. ventrale, E.
blandum ve A. rostrata’nin farkli evrelere 6zgii total protein igeriklerinin jel tizerinde

belirlenmesi bu a¢idan 6nem kazanmaktadir [37].
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Bu c¢alismada kullanilan Heteroptera takimindan iki farkli cinse ait tilirlerin farkh
gelisim siireglerindeki yumurta, nimf ve erginlerinin incelenen enzim ve
proteinlerinin benzer Ozelliklere sahip oldugu goriilmektedir. Bundan sonraki
caligmalar i¢in esteraz enzimlerinin karakterize edilerek insektisit direncini
gerceklestiren esterazlarin tespit edilmesi i¢in, ayrica daha fazla enzimin g¢alisilarak
karakterize edilmesi ile diger enzimlerin de insektisit direncindeki rollerinin ve

gelisimsel fonksiyonlariin belirlenmesi i¢in 6nemli olabilecektir.
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