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Iki konukgu tiirtin, larva ektoparazitoiti Bracon
hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera:
Braconidae)'da protein, lipit ve glikojen
miktarlarina etkisi’

Eylem AKMAN GUNDUZ* Adem GULEL? &zgiir VARER ISITAN?

Summary

The effect of two host species on protein, lipid and glycogen levels of the larval
ectoparasitoid Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae)

Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae) is a gregarious larval
ectoparasitoid of several species of pyralids that attack stored products. In this study the
protein, lipid and glycogen composition in two host species, Galleria mellonella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Pyralidae) and Ephestia kuehniella (Zeller, 1879)
(Lepidoptera: Pyralidae), of B. hebetor were examined. The effects of these two host
species on protein, lipid and glycogen levels of newly emerged female and male
parasitoids were also investigated.

The mean levels of protein, lipid and glycogen per host was positively correlated
with host size. G. mellonella had much more protein, lipid and glycogen than E. kuehniella.
Protein, lipid and glycogen levels in female parasitoids significantly varied with host
species. Protein and lipid levels were higher in female parasitoids emerging from G.
mellonella than those from E. kuehniella. By contrast, females, reared on E. kuehniella,
had much more glycogen level than those reared on G. mellonella. No significant
difference was detected in protein and glycogen levels of males emerging from two host
species. However, males that were reared on G. mellonella larvae had higher lipid level
than those reared on E. kuehniella.
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Giris

Parazitoitler ergin o6ncesi gelisimlerini konukgularinin iginde ya da
Uzerinde tamamlarlar. Bir parazitoit larvasi kendi kendine besin arayamadigi
icin disi parazitoitin se¢mis oldugu konukgu, onun tek besin kaynagini olusturur.
Uygun konukgu yogunluguna sahip bir ortamda disi parazitoit, ergin oncesi
dénemde buyime ve gelisme, ergin dénemde ise hayatta kalma, Greme gibi
hayatsal islevleri etkileyen daha kaliteli konukgulari tercih eder (Godfray, 1994;
Ueno, 1997 a). Bu da hayatta kalma orani ve uyum yetenegi fazla olan bir neslin
elde edilmesine olanak saglar. Konukgu yodunlugunun daha disik olmasi
durumunda ise, disgi parazitoit kendi uyum yetenegini maksimuma c¢ikarmak igin
daha duslk kalitedeki konukgulari secgebilir ve bunlarin odul délleri bu disiik
kalitedeki konukgularda gelismek zorunda kalir (Ueno, 1997b). Farkli parazitoit
turleri ile yapilan ¢alismalar, konukguya ait 6zelliklerin gelisen parazitoitin uyum
yetenegini, parazitoitin yasam tarzina bagh olarak, farkli sekilde etkiledigini
go6stermistir (Ueno, 1997 a, b; Harvey et al., 1998; Uckan & Giulel, 2000).
idiobiont tiirlerin konukgulari, besinsel agidan birtakim tamamlayici unsurlar
icermektedir. Bunlarin konukgularindan buyilk olanlar, gelisen parazitoit larvasi
icin daha fazla besinsel kaynak icerdiginden daha kaliteli olarak kabul edilebilir
(Godfray, 1994; Harvey et al., 1998). Buna karsin, koinobiont tiirlerde parazitoit,
konukgunun davraniglarinda, fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerinde birtakim
degisikliklere neden oldugundan, parazitoitin blyime ve gelismesi sadece
ovipozisyon igin kullanilan konukgu blyUkligine bagh olmayip, konukgunun
parazitlendikten sonra degisen 6zelliklerine de baglidir (Mackauer, 1986).

Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae), konukgu olarak
Lepidoptera takiminin degisik tdrlerini kullanan, gregar, idiobiont bir larva
ektoparazitoitidir (Tungylrek, 1972; Brower & Press, 1990; Heimpel et al.,
1997). Turin disisi, yumurta birakmak icgin konukgularinin olgun dénem
larvalarini tercih eder. Parazitoitin konukgu olarak kullandigi Lepidoptera
takimina ait tirler (Tungytrek, 1972; Heimpel et al., 1997; Darwish et al., 2003),
tarim Urdnlerine ekonomik yonden oldukga blylk zarar veren ve bu nedenle
kimyasal miicadelede bliylk harcamalara neden olan tirlerdir.

Ergin parazitoitler yasama ve Ureme faaliyetlerini gerceklestirmek icin
belirli miktarda karbonhidrat, protein ve lipite ihtiya¢ duyarlar (Morales-Ramos et
al., 1996; England & Evans, 1997; Heimpel et al., 1997; Olson & Andow, 1998;
Rivero & Casas, 1999; Olson et al., 2000; Fadamiro & Heimpel, 2001; Lee et
al., 2004; Hogervorst et al.,, 2007). S6z konusu maddeler, ya ergin Oncesi
gelisim sirasinda alinan besinlerden karsilanir ya da erginler tarafindan bazi
oncll bilesiklerin kullaniimasiyla sentezlenir (Waldbauer & Friedman, 1991;
Jervis et al., 1993).

Ergin Oncesi ve ergin dénemde alinan besin kalite ve kantitesinin
parazitoitin gelisme slresi, verim, esey orani, 6mir uzunlugu gibi birgok
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ozelligini etkiledigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Gilel, 1991; Tillman
& Cate, 1993; Collier, 1995; Morales-Ramos et al., 1996; Harvey & Gols, 1998;
Ginduz & Gulel, 2004; Gundiz & Gulel, 2005 a, b). Parazitoit-konukgu
iliskilerinin degerlendiriimesinde, biyokimyasal etkilesimlerin de énemli olacagi
dustncesi ile bu calismada, B. hebetor'un iki farkli konukgusunda ve bu
konukgulardan elde edilen disi ve erkek parazitoitlerde bulunan protein, lipit ve
glikojen miktarlari arastiriimistir.

Materyal ve Yontem

Protein, lipit ve glikojen analizlerinde Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) ve Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae)’nin olgun dénem larvalari ile bu iki konukgudan elde edilen yeni ergin
disi ve erkek Bracon hebetor bireyleri kullaniimistir.

Parazitoitin yetigtiriimesinde birgok konukgu tlru arasindan belirtilen iki
tirin segilmesinin nedeni bunlara ait larvalarin blylklik bakimindan
birbirlerinden ¢ok farkli olmasi, dolayisiyla parazitoite ergin éncesi gelisimde
saglayacaklari toplam besin miktarlarinin farkl olabilecegi dusuncesidir.
Calismalar 26+2 °C sicaklik ve % 60+5 orantili nem igeren, surekli aydinlik
laboratuvar kosullarinda yapiimistir.

Biyokimyasal Analizler

Protein Analizi: Protein analizi icin, larvalar birer birer, disi ve erkek
parazitoitler ise on bireylik gruplar halinde tartilmis ve analizleri yapilincaya
kadar =50 °C’ de tutulmustur.

Protein 6zitlenmesi icin Plummer (1971) tarafindan uygulanan yontem
kullaniimistir. Dondurucudan ¢ikarilan bdcek Ornekleri homojenizasyon islemi
icin daha blyuUk tiplere aktarihp Gzerine 500ul soguk trikloroasetik asit (TCA)
cOzeltisi (% 10) ilave edildikten sonra igerisinde buz bulunan bir behere
konulmus ve Ultra-Turrax T-25 marka bir homojenizator kullanilarak 8000
devir/dakikada bes dakika homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, 3500
devir/dakikada 15 dakika boyunca santrifilj edilmis, bu siire sonunda olusan
sUpernatant uzaklastirilmistir. Lipitleri uzaklastirmak icin dipte kalan pelletin
Uzerine 500yl etil alkol (% 96) ilave edilerek pellet ¢ézulmis, yine ayni devir ve
surede santrifiij edilmistir. Tlplerin st kisminda kalan stpernatant atiimistir.
Dipte kalan alkoliin ugurulmasi ve protein pelletinin kurumasi igin tiipler 37 °C
sicakliga sahip etlivde bekletilmistir. Kuruyan cokeltiye 500ul saf su ilave
edilerek protein ¢ozllmis ve miktarinin belirlenmesi igin Lowry et al. (1951)
tarafindan uygulanan yéntem kullaniimistir. Ornek ve standartlarin absorbans
degerleri Jenyway 6105 marka UV/VIS Spektrofotometrede 695 nm dalga
boyunda okunmustur. Protein standardi olarak BSA (sigir serum albumini)
kullaniimistir.
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Lipit Analizi: Lipit analizi i¢in kullanilacak konukgu ve parazitoit érnekleri
protein analizinde belirtildigi gibi stoklanmistir.

Lipit 6zutlenmesi ve miktarinin belirlenmesi i¢cin Olson et al. (2000)
tarafindan kullanilan ve Van Handel (1985)in gelistirmis oldugu yontem
kullaniimistir. Dondurucudan c¢ikarilan bdceklere 50 pl % 2’lik sodyum silfat
cOzeltisi ilave edilmigtir. Plastik bir ezici cubuk yardimiyla bocek iyice ezildikten
sonra tlplere plastik gubugu yikayacak sekilde 450 pl kloroform:metanol (1:2)
karigimi ilave edilmistir. TUpler kapatildiktan sonra 16.000 devir/dakikada ve
oda sicakhginda iki dakika santrifij edilmistir. Santrifij sonunda olusan
sUpernatanttan 200 ul alinarak bagka bir tipe aktariimigtir. Bu tlpler igerisindeki
kloroform-metanol karigsimi tamamen buharlagsana kadar 90 °C sicakliktaki su
banyosunda bekletilmistir. TUplere 40 pl konsantre siilfirik asit ¢ozeltisi ilave
edilerek, 2 dakika 90 °C sicakliktaki su banyosunda bekletilmistir. Tipler oda
sicakhgina geldikten sonra, her bir tiipe 960 yl vanilin-fosforik asit karigimi ilave
edilmistir. Karisim 30 dakika oda sicakhdinda bekletilerek bir renk olusumu
saglanmis ve oOrneklerin absorbans degerleri, daha 6nce marka ve serisi
belirtilen spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda okunmustur. Lipit standardi
olarak misir yagi (% 0,1) kullaniimigtir.

Glikojen Analizi: Glikojen analizi i¢in disi ve erkek parazitoitler 50-60, G.
mellonella larvalari bes, E. kuehniella larvalari ise on bireylik gruplar halinde
soguk TCA (% 10) gozeltisine konarak -50 °C’de tutulmustur.

Glikojen o6zitlenmesi icin Joseph et al. (1961), elde edilen glikojen
miktarinin belirlenmesi icin ise Nicholas et al. (1956) tarafindan kullanilan
yontem uygulanmistir. Dondurucudan ¢ikarilan érnekler buzlu ortamda Ultra-
Turrax T25 marka homojenizatérde 15,000 devir/dakika hizda bes dakika
homojenize edilmis, homojenat Filtrak marka mavi bant filire kagidi kullanilarak
stzuldikten sonra toplam stzintl hacmi belirlenmistir. Elde edilen stiziintliiden
birer ml alinarak ¢ ayri tiipe aktariimis ve Uzerlerine beser ml etil alkol (% 95)
ilave edilmistir. TUplerin agizlar parafilm ile kapatildiktan sonra 35-40 °C’deki
su banyosuna konularak glikojenin ¢ékmesi icin bir gece bekletilmis, icinde
glikojen bulunan tupler, etanol ile dengeye getirildikten sonra 3500 devir/dakika
hizda 15 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan ve tiipler 90 °C
sicakliga sahip etiivde kurutulduktan sonra her tiipteki glikojen 2 ml distile su
icerisinde ¢0zilmuUstlr. Bu 6rnek tupleriyle birlikte bir kor (2 ml distile su), bir de
standart tip Ornekleri (2 mlP'de 0,1mg glukoz) hazirlanmigtir. Batin tdplerin
Uzerine onar mililitre antron ¢ozeltisi eklenerek, su banyosunda (80°C)
30 dakika bekletilmistir. Bu sire sonunda sicak sudan cikarilan tlpler
sogutularak oda sicakligina gelmeleri saglanmig ve Orneklerin absorbans
degerleri, daha énce marka ve serisi belirtilen spektrofotometrede 620 nm dalga
boyunda okunmustur.
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Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi: ikili gruplarin
kargilagtirimasi SPSS 12.0 Windows Software paket programinda “Bagimsiz iki
Orneklem t Testi” kullanilarak P < 0,05 giiven sinirinda yapilmistir.

Arastirma Bulgularn ve Tartisma

Bu ¢alismada, Lepidoptera takimina ait iki konukgu tirdeki (Cizelge 1) ve
bu konukgular Uzerinde yetistirilien B. hebetor bireylerindeki protein, lipit ve
glikojen miktarlari kargilastirimistir (Cizelge 2).

Cizelge 1. Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae)'un iki farkli konukgusunda
bulunan protein, lipit ve glikojen miktarlari

Protein (mg) Lipit (mg) Glikojen (mg)

(Ort. £ S.H.)* (Ort. £ S.H.)* (Ort+S.H.)*
Konukgu (n) (n) (n)
Galleria 2,7410,172a 4,87+0,216a 0,2310,014a
mellonella (20) (30) (40)
Ephestia 0,75+0,018b 2,05+0,056b 0,06+0,002b
kuehniella (20) (30) (240)

n: Analizlerde kullanilan toplam birey sayisi
*: Ayni sutunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark nemsizdir (P>0,05)

Cizelge 1 incelendiginde, G. mellonella larvasinda E. kuehniella larvasina
gore daha fazla miktarda protein, lipit ve glikojen bulundugu goérilmektedir. Bir
G. mellonella larvasinda ortalama 2,74 mg protein, 4,87 mg lipit ve 0,23 mg
glikojen bulunurken, E. kuehniella larvalarinda bu degerler sirasiyla 0,75 mg,
2,05 mg ve 0,06 mg olarak belirlenmistir. Bu ortalama degerler arasindaki fark,
istatistiksel olarak 6nemlidir (P< 0,05).

iki farkli konukgu tiriinden elde edilen disi ve erkek parazitoitlerin
ortalama protein, lipit ve glikojen miktarlar karsilastirildiyinda, erkek ve disi
parazitoitlerin farkli sekilde etkilendikleri gortulmustir (Cizelge 2). Disi
parazitoitlerde protein, lipit ve glikojen miktari, kullanilan konukgu tirtine goére
degisiklik gosterdigi halde (P< 0,05), erkeklerde sadece lipit miktari degismekte
(P< 0,05), buna karsin protein ve glikojen miktarlarinda istatistiksel agidan
onemli bir degisim olmamaktadir (P> 0,05) (Cizelge 2).

G. mellonella larvasindan elde edilen diside ortalama 0,05 mg protein,
0,12 mg lipit ve 0,001 mg glikojen bulunurken, E. kuehniella’ dan elde edilen
diside bu degerler sirasiyla 0,04 mg, 0,07 mg ve 0,002 mg olmustur. Erkek
parazitoitlerde s6z konusu maddelerin miktarinin G. mellonella’da yetistirilen-
lerde 0,04 mg protein, 0,07 mg lipit ve 0,002 mg glikojen ve E. kuehniella’ da
yetistirilenlerde sirasiyla 0,04 mg, 0,05 mg ve 0,004 mg oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 2. Iki farkh konukgudan elde edilen disi ve erkek Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera:
Braconidae) bireylerinde protein, lipit ve glikojen miktarlari

Parazitoitin Yetistirildigi Konukgu

Esey Galleria mellonella Ephestia kuehniella
. . 0,05+0,002a 0,04+0,001b
Protein (m Disi ’ p ’ )
ol S(H%) $ (200) (200)
zn)' ’ Erkek 0,04+0,002a 0,04+0,001a
(200) (200)
. - 0,12+0,002a 0,07+0,002b
Lipit (m Disi ’ p ’ '
Slit(mg)  Dis (100) (100)
zn). : Erkek 0,07+0,004a 0,05+0,002b
(100) (100)
. . 0,001+0,000a 0,002+0,000b
Glikojen (m Disi ’ X ’ .
ojen (mg) - Dis (300) (300)
zn)' ) Erkek 0,002+0,001a 0,004+0,001a
(300) (300)

n: Analizlerde kullanilan toplam birey sayisi
*: Ayni siitunda ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark nemsizdir (P>0,05)

idiobiont parazitoitlerde konukgu tiir, gelisecek parazitoitin beslenmesi ve
gelismesi icin temel kaynaktir. Bu nedenle buylk konukgular daha fazla madde
icereceginden, klUclk olanlara goére genellikle daha kaliteli olarak kabul
edilmektedir (Godfray, 1994). Elde edilen sonuglara bakildiginda; konukgu
tarundn, Ozellikle disi bireydeki protein, lipit ve glikojen miktarini etkiledigi
gorulmektedir (Cizelge 2). Yeni ergin bir disi parazitoit, Greme ve/veya
beslenme i¢in konukgu bulmak, buldugu konukgular arasindan kendisi i¢in en
uygun olanini segmek ve Ureme gibi hayatsal faaliyetleri devam ettirmek
zorundadir. Tum bu faaliyetleri gerceklestirmek ve hayatini strdirmek igin bazi
temel maddelere ihtiyaci vardir. Ergin evrede ihtiya¢g duyulan maddelerin bir
kismi ergin ©ncesi evrede, bir kismi ise ergin evrede alinan besin
maddelerinden karsilanir. Bu durumda, B. hebetor icin G. mellonella tiri daha
fazla kaynak icerdiginden E. kuehniella’ya gére daha kaliteli olarak kabul
edilebilir. G. mellonella’dan elde edilen disilerde daha fazla miktarda protein ve
lipit bulundugdu goérilmektedir (Cizelge 2). Protein ve lipit miktarinin fazla olmasi
parazitoitin 6zellikle Uremesi igin 6nemlidir. Cunkl, B. hebetor digisi ergin
oldugunda hayati boyunca uretecedi yumurtalarin sadece belirli bir kismina
sahiptir ve protein ve lipit bakimindan zengin olan yumurtalarin Gretimi disinin
hayati boyunca devam eder. Dolayisiyla, ergin hayatin baslangicinda daha
fazla protein ve lipide sahip olma digiye avantaj saglar. Bununla birlikte; iki farkli
konukcuda yetigtirilen parazitoitlerin glikojen miktarlarina bakildiginda; kuguk
konukcudan elde edilen parazitoitlerin daha fazla miktarda glikojen icerdigi
gorulmektedir (Cizelge 2). Bu nedenle, parazitoit icin sadece Uzerinde
yetistirildigi konukguda bulunan maddelerin miktari degil, ayni zamanda bu
maddelerin elde edilebilirlik derecesi de dnemlidir. Ayrica, parazitoitin gregar
ya da soliter olmasi da konukgudan alacagdi madde miktarini etkilemektedir.
Gregar turlerde ayni konukgu Uzerinde cok sayida yavru gelisebildiginden,
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konukgunun kalitesi degerlendirilirken, konukgu bUyUklugu ile birlikte diginin
konukguya biraktigi yumurta sayisi, bu yumurtalardan agihm orani ve
konukguda gelisen yavrularin 6lim orani gibi etkenler de dikkate alinmalidir.

Daha énce yapilan g¢alismalarda, idiobiont B. hebetor'un yetistiriimesinde
konukgu olarak, E. kuehniella ve G. mellonella larvalari kullanildiginda
G. mellonella’ da yetistirilenlerin daha kisa slrede ergin olduklari, toplam
verimin arttigi ve elde edilen erginlerin de daha buytk olduklari belirlenmistir
(Gunduz & Gilel, 2005 a, b). Benzer sekilde, Van Laerhoven & Stephen (2003)
baska bir idiobiont parazitoit olan Roptrocerus xylophagorum Ratzeburg
(Hymenoptera: Pteromalidae)u buydklik bakimindan farkli iki konukguda
[Dendroctonus frontalis Zimmermann (Coleoptera: Scolytidae) ve Ips
calligraphus Germar (Coleoptera: Scolytidae)] yetistirdiklerinde, daha buyuk
olan I. calligraphus’dan daha buyuk disiler elde edildigini ve bu disilerin
veriminin diger konukgudakilere gére daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Buna
karsin, diger iki idiobiont parazitoit [Muscidifurax raptorellus Kogan & Legner
(Hymenoptera: Pteromalidae) ve Hyssopus pallidus Askew (Hymenoptera:
Eulophidae)] ile yapilan ¢alismalarda konukgu buyukliginin, konukgu kalitesi
ile es anlama gelmedigi gosterilmistir (Harvey & Gols, 1998; Hackerman et al.,
2007).

Sonug olarak, bu calismadaki parazitoit-konukgu etkilesimini biyokimya-
sal agidan degerlendirdigimizde her iki konukgunun da B. hebetor bireylerinin
yetistirimesi igin yeterli oldugunu sdyleyebiliriz. ideal bir biyolojik kontrol ajani,
etkin oldugu zararli tirin populasyonunu, ekonomik zarar diizeyinin altindaki bir
seviyede tutabilmelidir. Bu nedenle, parazitoitin ortamda istenildigi anda ve
istenen sayida bulunmasi olduk¢a énemlidir. Buyidk konukgu, G. mellonella,
parazitoit disisine daha fazla protein ve lipit sagladigindan ve bu s6z konusu iki
madde Uretilecek yumurtalarin temel bilesenlerini olusturdugundan, B.
hebetor’'un toplu uretiminde G. mellonella larvalarinin segilmesi daha uygun
olabilir.

Ozet

Bracon hebetor (Say, 1836) (Hymenoptera: Braconidae), depo Urlinlerine
zarar veren bazi pyralid tlrlerin gregar, larva ektoparazitoitidir. Burada, B.
hebetor'un iki konukgusundaki [Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pyralidae) ve Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera:
Pyralidae)], protein, lipit ve glikojen miktarlari belirlenmistir. Ayrica, bu iki
konukgu tirinin yeni ergin disi ve erkek parazitoitteki protein, lipit ve glikojen
miktarlarina etkisi de arastiriimigtir.

Sonuglar, her konukgudaki ortalama protein, lipit ve glikojen miktarinin
konukgu buylklagu ile pozitif iliskili oldugunu gostermistir. Blylk konukgu,
G. mellonella, daha kiglk konukgu olan E. kuehniella’dan daha fazla miktarda
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protein, lipit ve glikojene sahiptir. Disi parazitoitteki protein, lipit ve glikojen
miktarlari konukgu turine gére 6nemli derecede degismistir. G. mellonella’dan
elde edilen disi parazitoitlerdeki protein ve lipit seviyeleri, E. kuehniella’dan elde
edilenlere gbére daha fazladir. Bunun aksine, E. kuehniella’dan elde edilen
digiler, G. mellonella’dan elde edilenlerden gok daha fazla glikojene sahiptir. iki
konukcudan elde edilen erkeklerin protein ve glikojen miktarlarinda istatistiksel
olarak 6nemli bir farklik yoktur. Bununla birlikte, G. mellonella larvalarinda
gelisen erkekler, E. kuehniella larvalarinda gelisenlerden daha fazla lipit
miktarina sahiptir.
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