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PIRETROIT GRUBU INSEKTIiSIiT DELTAMETRININ Galleria mellonella
L°’NiN HEMOSITLERI UZERINE ETKILERIi

Deniz KURT

Adryaman Universitesi

Fen Bilimleri Enstittsi

Biyoloji Anabilim Dal1
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Yil: 2013, Sayfa sayist: 51
Jiiri : Yrd. Dog. Dr. Tamer KAYIS

> Yrd. Dog. Dr. Mustafa COSKUN
: Yrd. Dog. Dr. Ahmet GENC

Sunulan c¢aligmada farkli deltametrin konsantrasyonlarinin (5, 20, 50,100 ve 150
ul) Galleria mellonella’ nin hemositleri tizerine olan etkileri 24, 48, 72 ve 96 saatlik
periyotlarda arastirilmastir.

G. mellonella’ da prohemosit, plazmatosit, graniilosit, onosit ve sferiilositler
olmak {izere bes c¢esit hemosit tanimlanmistir. Toplam hemosit sayist (THS)
deltametrinden &nemli 6lgiide etkilenmistir. Ik 72 saatlik periyotta yiiksek deltametrin
konsantrasyonlarinda (50, 100 ve 150 pl) kontrole gére dnemli dlgiide azalirken, 96.
saatte en yiiksek konsantrasyonlar olan 100 ve 150 pl’ da 6nemli 6lgiide artmustir.

G. mellonella hemositlerindeki mikroniikleus olusumu deltametrinden O6nemli
ol¢iide etkilenmis ve ozellikle yiiksek konsatrasyonlarda (100 ve 150 pl) tiim gruplarda
Onemli Olgiide artmastir.

Sonug olarak deltametrin G. mellonella’ nin immiin sisteminini etkilemis ve
genotoksik hasarlara neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Deltametrin, Galleria mellonella, hemosit, mikroniikleus
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EFFECTS OF THE PHYRETROIDS INSECTICIDE DELTAMETHRIN ON
HEMOCYTES OF Galleria mellonella L.
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In the present study, effects of different concentrations of deltamethrin (5, 20,
50,100 and 150 pl) on hemocytes of Galleria mellonella were investigated at 24, 48, 72,
and 96 hour periods.

Five types hemocyte were defined in G. mellonella, prohemocytes, plasmatocytes,
granulocytes, spherulocytes and onocytes. Total hemocyte counts (THC) was
significantly affected by deltametrinden. In a first 72-hour period, THC significantly
decreased compare to control at high deltamethrine concentrations (50, 100 and 150 pl),
but at 96 th hours THC significantly increased in the concentrations of 100 and 150 pl
deltamenthrin.

Micronuclei formation was significantly affected by deltamethrin and particularly
high concentrations of deltamethrin (100 and 150 ul) caused an increase in micronuclei
formation in all groups.

Consequently, deltamethrin effected the immune system of G. mellonella and
caused genotoxic damages.

Key Words: Deltamethrin, Galleria mellonella, hemocyte, mikronuclei
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1. GIRIS

1.1. Cevresel Kirleticiler

Kirlilik ekosistemde, fiziksel sistemde ve canlilarda diizensizlik, kararsizlik, hasar
ve bozulmaya neden olan kontaminantlarin ¢evredeki varligi olarak tanimlanabilir.
Kirlilik kimyasal maddeler, ses, sicakliktan veya 1siktan kaynaklanabilmektedir.
Kirleticiler kirliligin bilesenleridir ve yabanci maddeler olabildigi gibi dogada da
olabilmektedir. Dogal kirleticiler dogal maddelerin ¢evrede asir1  miktarda
bulunmalarindan kaynaklanabilmektedir (Velasquez 2011).

Kimya endiistrisinin hizla gelisimi sonucunda giinliik yasantimizda, tarimda ve
endiistride bircok kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Bu kimyasal maddelerin
faydalar1 yaninda, ¢esitli nedenlerle dogrudan maruz kalma ya da kullanimlar1 sonucu
cevreye yayilarak insanlara ve tiim ekosisteme zararlar1 olabilmektedir.

Her yil ylizlerce yeni kimyasal satisa sunulmakta ve neticede c¢evreye
verilmektedir. Bu yeni ve eski kimyasal bilesiklerin ¢ogu biyosfer i¢in toksik etkiye
sahiptir. Ozellikle pestisitler gibi cevreye biiyiik miktarda ve bilingli olarak birakilan
kiyasallar kaygi vericidir. Pestisitler islevleri geregi en azindan biyosferin bir kismi igin
toksik olmak zorundadir. Ancak bir bilesigin ¢evresel toksisitesi ¢ok daha genis
boyutlardadir ve bu devamlilik genel olarak ciddi bir kaygiya neden olmaktadir
(Fernéndez-Alba vd. 2002).

Pestisitlerin tarim alaninda yaygin kullanim1 ekosisteme bol miktarda

yayilmalarina neden olmaktadir (Mouchet vd. 2006).

1.2. Pestisitler

Gegmisten bu yana tarimsal uygulamalarda tarim iriinlerinin depolanmasi ve
korunmasinda, hayvancilikta hayvanlarin parazitlere karsi korunmasinda, ¢esitli
hastalik ve zararlilara karsi kimyasal ilaclarin kullanilmasi, uygulanmasinin kolay,
pratik, ucuz ve etkili bir yontem olmasi nedeniyle pestisit kullanimi siirekli olarak

artmaktadir.



Pestisitler, genel olarak zararlilarla miicadelede kullanilan kimyasal ve biyolojik
maddelerdir. Dogada kimyasal kirlenmeye neden olan bu maddeler, canlilar arasindaki
besin zincirini yoluyla veya direkt kontaminasyon yolu ile insan saghigini tehdit
etmektedir (Ekebas ve ark., 2000).

Zirai miicadelede istenmeyen organizmalar1 yok etmek i¢in kullanilan pestisitler
dogada birikerek ¢evre kirliligine neden olmakta, bunun yaninda insanlar da dahil tiim
canlilarda akut ve kronik zehirlenmelere, sinir sisteminde tahribata, enzim
faaliyetlerinde bozulmalara, hiicre membran yapisinda de§ismelere neden olmaktadir.
Ayrica bu tiir kimyasallarin asir1 ve bilingsiz kullanimi ¢evreye faydali bir¢ok tiiriin yok
olmasina veya zararl populasyonlarinda bagisiklik mekanizmasinin gelismesine neden

olmaktadir (Cakir ve Yamanel, 2005).

1.2.1. Pestisitlerin Simiflandirmasi

Pestisitlerin smiflandirilmas1 farkli sekillerde yapilabilmektedir. Bunlardan
baglicalart ve en ¢ok kabul goreni hedef organizma grubuna goére yapilan

smiflandirmadir.

Cizelge 1.1 Hedef organizmaya gore pestisitlerin smiflandirilmast (Giiler ve
Cobanoglu, 1997).

Pestisit Tiirii Etkiledigi Canli Grubu
Insektisitler Bocekler
Akarisitler Akarlar
Nematisit Nematodlar
Mollussisit Yumusakgalar
Rodentisit Kemirgenler
Avisit Kuslar
Afisit Yaprakbitleri
Fungisit Mantarlar
Bakterisit Bakteriler
Herbisit Otlar
Algisit Algler




1.3. insektisitler

Zararli boceklerle miicadelede 4 temel insektisit grubu yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlar; (a) Organoklorinler (Organik Klorlular), (b) Piretroidler, (c)
Karbamatlar ve (d) Organofosfatlar (Organik Fosforlular) olarak gruplandirilabilir
(Ishaaya, 2000).

Kimyasal insektisitlerin hepsi norotoksikan olup, hedef organizmalarin sinir
sistemlerine toksik etki gosterirler. Boceklerin merkezi sinir sistemleri (MSS) ¢ok
gelismis olup, memelilerinkine benzer. Aynmi sekilde perifer sinir sistemleri (PSS) de
benzerlik gosterir. Bu nedenle insektisitlerin toksik etki mekanizmalar1 ve hedef
aldiklar1 organlar biitiin tiirlerde aynidir. Ancak bu toksik etki siddetli dozla (maruziyet
stiresi ve diizeyi, biyotransformasyon hizi, absorbsiyon yoluna bagl olarak) ilgilidir.
Sinir sisteminde sodyum, potasyum, kloriir iyonlarinin membran iletimine etki ederek
(organik Klorlular, piretroidler gibi); spesifik enzimleri inhibe ederek; veya sinir
uclarindaki kimyasal norotransmitterleri etkileyerek (organik fosforlular, karbamatlar

gibi) etkilerini gosterirler (Vural 2005).

1.3.1. Piretroitler

[k sentetik piretroidler olan alletrin ve sikletrin ilk kez 1949'da sentez edilmislerdir.
Bu ilk sentez iiriinleri 1518a dayaniksiz ve insektisit aktiviteleri dogal olanlara gore daha
disiik oldugundan arastirmalara devam edilmistir (Vural 2005). Pretroitler 1970'lerden
itibaren hem tarimsal hem de kentsel alanlarda zararlilarla miicadelede yaygin olarak
kullanilan bir sentetik insektisit sinifidir (Soderlund vd 2002).

Piretrum; krizantem (Chrysanthemum cinerariefolium) igeren insektisidal
oziitlinden elde edilen toz, Piretrinler; piretrum 6zellikteki kimyasallar ve Piretroitler;
kimyasal yapis1 ve toksisite mekanizmasi piretrumlara benzeyen sentetik kimyasallardir.
Piretrum 6 adet piretrin esterinin karisimindan olusmaktadir. Bu esterler; piretrin I ve 11,
sinerin | ve Il ve yasmoli I ve II'dir (Soderlund vd. 2002).

Piretrinlerin insektisit potansiyelleri antik Cin ve iran'da kesfedilmistir. Piretrum
su ve giines 1s18inda kolay bir sekilde hidroliz ve fotolize ugradig: i¢in kendiliginden
pargalanir ve hizli bir sekilde bozulur. Bu nedenle sentetik analoglar1 olan piretroidler

gelistirilmistir. (Klaassen 2001).



Piretroid diisiik konsantrasyonlarda bile oldukga etkili olduklar1 halde kuslar ve
memeliler i¢in az toksik oldugu disiiniilmektedir (Tuzmen vd 2008). Fakat son yillarda
piretroidlerin memeli mitokondrilerinde solunum zinciri enzimlerinin aktivitesini inhibe

ettigi tespit edilmistir ( EI-Gohary vd 1999).
1.3.1.1. Deltametrin

Parazitlere Kkars1 yiiksek diizeyde etkinlige sahip piretroidlerin bir {iyesi olan
Deltametrin [(S) - a - cyano - 3 - phenoxybenzyl- (1R) — cis - 3 - (2,2-dibromovinyl) -
2,2 -dimethylcyclopropane carboxylate] bu grubun genel 6zelliklerini tasiyan sentetik
dibromo-piretroid yapisinda ¢ok etkili bir bilesik olarak tanimlanmaktadir.
Deltametrin’in tarim, halk sagligi koruma programlari, ¢iftlik ve ev hayvanlar1 basta
olmak iizere genis bir kullanim alani vardir ( Ozkan ve Ustiiner 2012).

Kimyasal Formiilii: C2;H19BraNO3

Bra

Br”

c=CH CHs .. _CN
COp . v 3

H HH/

CHs

Sekil 1.1 Deltametrinin kimyasal yapis1 (Arbjork 2004)

Deltametrin tip Il pretroitdir. Deltametrinin molekiiler olarak calisma sekli
sodyum kanali kinetiginin modifikasyonunu saglayarak sinir sisteminin asir1
uyarilmasina neden olmaktir (Decourtye vd. 2004).

Deltametrin en aktif piretroid pestisitlerden biri olup genis bir etkinlik alanina
sahiptir. Deltametrin suda zor ¢0ziinilir, ancak etanolde iyi bir sekilde ¢oziinebilir.
Deltametrin, yiiksek molekiil agirligina ve diisiik ucuculuga sahip lipofilik bir bilesiktir.

Boceklerden biiyiik bir gruba temas ve mide yolu ile etki eden kuvvetli bir insektisittir.



Meyve sebze ve tarla bitkilerindeki bir¢ok bocege karsi kullanilmaktadir. Rezidiiel
etkisi oldukca yliksektir. Deltametrin ayrica su {riinleri yetistiriciliginde dezenfektan
olarak kullanilan bir antibiyotik tiirtidiir. D1 parazit, mantarlarla (fungisit) miicadelede

ve antiseptik amaglarla da kullanilmaktadir (Kaymak 2011).

1.4. Boceklerde Bagisikhik Sistemi

Bocekler hastalik olusturan mikroorganizmalara kars1 genellikle kan hiicrelerinin
olusturdugu ve hiicresiz olarak bilinen iki temel aktif bagisiklik sistemi gelistirirler.
Bunlar hiicresel humoral (antibakteriyal protein) ve bagisiklik olarak adlandirilir (Gupta

1985).

1.4.1. Béceklerde Humoral Bagisikhik

Humoral savunma siirecinde melanizasyon, hemolenfin pihtilagmas1 ve
antimikrobiyal peptidlerin sentezi olmak iizere ii¢ tip reaksiyon gerc¢eklesmektedir
(Vilmos ve Kurucz 1998).

Siyah pigment yani melanin olusumunu serin proteazlarla aktif hale gecen
fenoloksidaz enzimi ile gerceklesir (Ashida ve Brey 1998). Inaktif bir proenzim olan
profenoloksidaz hemositlerde sentezlenir ve hiicrelerin patlamasiyla ortama salindiktan
sonra kutikulaya gonderilir. Kutikulaya ulasan enzim yara bolgesinin etrafinda ya da
enkapsiile olmus bakterilerin etrafinda toplanir. Aktif fenolik substratlardan kinonlar
olusturur ve kinonlar bu bolgelerde oligomerlesip melanin olarak birikirler (Vilmos ve
Kurucz 1998). Birgok aragtirmaci, fenoloksidazin bocek savunma sisteminde,
pihtilasma ve yara iyilesme siirecinde miikemmel bir enzim oldugunu diistinmektedir
(Gupta 1988).

Omurgal1 ve omurgasiz hayvanlar arasindaki en temel farklardan bir tanesi
omurgalilarda kan ve lenfatik sivilar kapali damarlar icerisinde dolasiyorken,
omurgasizlarin bunun tersine agik bir sisteme sahip olmasidir. Bu nedenle patojen
bakterilerin viicut bosluguna girip yayilmasini engellemek icin omurgasizlarda
hemolenfin pihtilasma mekanizmast bulunur (Theopold vd. 2002). Boceklerde

hemolenfin pihtilagmasinda proteinlerin polimerizasyonu, hemositlerden salgilanan Ca?



bagimli transglutaminaz tarafindan katalizlenir  (Bohn ve Barwing 1984). Bu
mekanizmada ilk olarak hemositlerin degraniilasyonu ile hiicre dis1 agregatlarin
olusmasini saglanir. Bu agregatlar yara bolgesini kaplayarak primer veya yumusak pihti
denen yapiyr olusturur. ikinci olarak profenoloksidazin aktivasyon basamaklar1 ve
transglutaminaz ardigik olarak pihtida g¢apraz baglar olusmasimni saglar ve pihti
kalinlasir. Ugiincii olarak plazmatositler bu bolgeye cekilerek pthtinin etrafini sararlar
ve kabuklagarak viicut boslugundan ayirirlar. Son olarak yara bolgesinde epidermisin
rejenerasyonu gergeklesir ve kabugun yerini alir (Theopold vd. 2004).

Boceklerde enfeksiyonlara karsi gelistirilen humoral reaksiyonlarin {igiincii tipi ise
bocek viicudunda lizozomlar, sekropinler, attasinler, dipterisin ve difensinler gibi
antimikrobiyal peptidlerin sentezidir (Tunaz 2004, Schmidt 2001, Lavine ve Strand
2002 ). Bu sitotoksik molekiiller temel olarak yag dokuda sentezlenmektedir (Vilmos ve
Kurucz 1998). Ancak yapilan caligmalarda epidermis hiicrelerinde, orta bagirsakta,
tiikriik bezlerinde, iireme sisteminde ve hemositlerde de sentezlendikleri gosterilmistir
(Kylsten vd. 1992, Lee ve Brey 1995, Rosetto vd. 1996, Russel ve Dunn, 1996,
Gillespie vd. 1997).

Bu antibakteriyel peptitler ve proteinler omurgalilarin iirettigi antikorlarin aksine
cok sayida bakteri tiiriine kars1 etkilidir. Lizozomlar bakteri hiicre duvarinda bulunan
peptidoglikan tabakasindaki B 1-4 glikozit baglarini hidrolize ederek etki gosterirler
(Dunn 1986, Tunaz 2004).

Antibakteriyel proteinden olusan sekropinler; kii¢iik peptitler olup yaklagik 33
amino asitten olusur ve bakteri hiicre zarmi eritir. Sekropinler voltaj bagimli iyon
kanallarini olusturan lipit membranlar ile etkileserek hem Gram (-) hem de Gram (+)
bakteriler iizerine etkilidirler (Tunaz 2004). Diger 6nemli bir antibakteriyel protein olan
attasinlerde biiyiik proteinler olup (yaklagik molekiiler agirligi 21-22 kDa) sadece Gram
(-) organizmalara karsi antibakteriyel aktivite gostermektedirler ve dis membran
proteinin sentezini inhibe ederek hiicre boliinmesini etkilerler (Tunaz 2004).
Dipterisinler ve defensinler giinlimiize kadar ¢esitli dipter tiirlerinden elde edilmistir.
Defensinler, attasinlerin tersine Gram (+) bakteriler iizerine etkilidirler ve sitoplazmik
zarlar iizerinde etkili olup membran kanallar1 olusumuyla hiicrelerin lizisine neden

olurlar (Rosetto vd. 1996, Tunaz 2004).



1.4.2. Boceklerde Hiicresel Bagisikhk

Boceklerde ve acik dolasim sistemine sahip diger hayvanlarda, omurgalilarda
oldugu gibi kan ve lenfatik sivilarin ayrimi olmadigindan bdcek dolasim sivist hemolenf
olarak adlandirilir. Hemolenf igerisinde serbest halde bulunan kan hiicrelerine de
hemosit ad1 verilir. Boceklerde humoral bagisikligin yani sira hemositlerin morfolojik
ve yapisal degisiklikleri sonucu hemosit aracili gerceklestirilen hiicresel bagisiklik
tepkileri de ortaya ¢ikmaktadir (Lavine ve Strand 2002, Strand 2008, Gupta 1985).
Bunun yaninda humoral ve hiicresel bagisiklikta rol alan hemositler ve humoral
biomolekiiller birbirinden bagimsiz c¢alismamaktadir. Birgok humoral faktér hemosit
islevlerini etkileyebildigi gibi, hemositlerde humoral molekiillerin sentezinde 6nemli
yere sahiptir (Lavine ve Strand 2002, Ribeiro ve Brehelin 2006).

Hemosit bagimli hiicresel bagisiklik tepkileri ise fagositoz, enkapsiilasyon ve
nodiil olusumudur. Bocek hemositleri tiirden tiire tip, say1r ve morfolojik olarak
degisiklik gosterir ve tanimlanmalarini kolaylastirmak amaciyla siniflandirma semalari

literatiirde mevcuttur (Lavine ve Strand 2002, Gupta 1985).

1.4.2.1. Boceklerde Hemosit Tipleri

Morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel karakterlerine goére Lepidoptera,
Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera, Hymenoptera, Hemiptera, Collembola gibi
cesitli takimlarda tanimlanan en temel hemosit tipleri prohemositler, graniilositler,
plazmatositler, sferiilositler ve onositoidlerdir ( Lavine ve Strand 2002, Ribeiro ve

Brehelin 2006).

1.4.2.1.(a) Prohemositler

Prohemositler hemolenfte bulunan en kii¢iik hiicrelerdir. Yuvarlak, oval sekilde
olup, biiyiiklikkleri 4-12um kadardir. Prohemositler plazmayr neredeyse tamamen
dolduran, oldukga biiytik bir ¢ekirdege sahip olup, endoplazmik retikulum, golgi aygiti

ve mitokondri gibi organelleri az olan hiicre tipleridir. Sentrioller ve aktif mikrotiibiiller



icerdiklerinden dolay1 bunlarin aktif mitotik hiicreler oldugu ve diger hemosit tiplerinin
onciileri oldugu savunulmaktadir ( Er 2011, Levin 2007, Gupta 1985). Prohemositlerin
dolasimdaki oranlar1 bocegin fizyolojik ve gelisim durumuna gore degisiklik

gostermektedir ve bu oran %5 i gegmez (Er 2011).

1.4.2.1.(b) Plazmatositler

Plazmatositler, hemositler igerisinde sekilleri en fazla degisiklik gdsteren
polimorf hiicrelerdir. Yuvarlak, oval, yildiz veya mekik seklinde olabilirler ve boylar
3um’den 40 pm’ye kadar ulasabilir. Cekirdekleri merkezde bulunur ve plazmatositin
sekline gore yuvarlak, oval veya uzun olabilirler. Plazmatositler tek tek yada grup
halinde bulunabilirler. Farkli bocek tiirlerinde dolasimdaki sayilari toplam hemositlerin
%30-60’1m1 olustururlar. Yayma preparatlarda inkibasyondan birka¢ dakika sonra cam
lizerine yapisip, yalanci ayaklar ile yayilabilme ve karakteristik ince ve uzun fibroblast
benzeri oOzellikleriyle diger hemosit tiplerinden kolayca ayrilirlar. Plazmatositler
fagosite edilemeyecek kadar biiyiikk yabanci cisimlerin, bakteri topluluklarinin ve
nekrotik melanize olmus materyallerin etrafinda kapsiiller ve nodiiller olusturabilirler

(Er 2011, Lavine ve Strand 2002, Gupta 1985).

1.4.2.1.(c) Graniilositler

Graniilositler genel olarak yuvarlak ve oval sekilli, bliyiikliikleri 4-45um arasinda
degisen hiicrelerdir. En karakteristik 6zellikleri stoplazmalarinda membrana bagli ¢ok
sayida graniil igermeleridir ve kii¢lik bir ¢ekirdege sahip olmalaridir. Cekirdek yuvarlak
veya uzamis merkezi yerlesimlidir. Farkli bocek tiirlerinde grantilositlerin sayisi, toplam
hemosit sayilarinin %30-60’1m1 olusturmaktadirlar. Graniilositlerin, plazmatositler gibi
yabanci ylizeylere yapisma 6zelligi vardir ve yara iyilestirme ile bagisiklik tepkilerinde
¢ok Onemli rolleri olduklar1 bilinmektedir (Chapman 1998, Gupta 1985, Rowley ve
Ratcliffe, 1981). Graniillii hemositlerin en onemli 6zelligi fagositik 6zellige sahip
olmalaridir. Bu 6zelliklerinin yanisira nodulasyon ve kapsiil olusumu sirasinda yabanci
cisimlerle ilk temas kuran ve graniiler icerigini disar1 veren hiicreler olduklarida tespit

edilmistir. Bir¢ok arastirmaci bu sekilde meydana gelen ekzositoz ile plazmatositlerin o



bolgeye cekilmesine yardimci olduklarint diistinmektedirler. Boylece kapsiil ve nodiil
olusumunda plazmatositlere yardimci oldugu diisiiniilmektedir (Ribeiro ve Brehelin

2006, Pech ve Strand 1996).

1.4.2.1.(d) Onositoidler

Onositoidler, ¢aplar1 54um’yi bulan, genel olarak oval veya yuvarlak sekilli,
kiiciik bir ¢ekirdege ve oldukca kompleks bir stoplazmaya sahip olan ve hemositler
icerisinde en biiyiik olan hiicrelerdir. Transmisyon elektron mikroskobu goriintiisiine
gore stoplazmalarinda bircok serbest ribozom igerirler, ancak diger tipik stoplazmik
organelleri az gelismistir. (Gupta 1985, Ugkan ve Sak 2010). Onositoidler toplam
hemosit sayisinin %1-2’sini olustururlar. Lepidopterlerde bagisiklik sisteminde ve yara
iyilestirmede olduk¢a 6nemli rol oynayan hemolenfin koyulasmasindan (melanizasyon)
sorumlu olan fenoloksidaz enzimi bu hemositlerde mevcuttur (Er 2011, Kanost vd.
2004, Ribeiro vd. 1996).

1.4.2.1.(e) Sferiilositler

Sfertilositler genellikle yuvarlak veya oval sekilli hiicreler olup biiytikliikleri 5-25
um kadardir. Hareketsiz hiicrelerdir ve ¢ekirdekleri genellikle hiicrenin merkezinde
bulunmaktadir. Bu hiicreler, ic¢lerindeki kiiresel yapilar1 (sferiiller) ile kolayca
taninmaktadirlar. Sitoplazmasinda ¢ok sayida tanecik bulunmasi nedeniyle cekirdegin
151k mikroskobunda ayirt edilmesi zordur. Sferiillerin histokimyasal analizleri
mukopolisakkarit ve glikomukoprotein icerikte olduklarin1 gdsterilmistir (Gupta 1985).
Sitoplazma ayni zamanda ribozomlar, golgi, lizozomlar, mitokondri ve endoplazmik
retikulum igermektedir (Levin 2007). Sferiilositlerin ipek iiretimi, melanizasyon,
fagositoz ve pihtilasmanin diizenlenmesinde goérev aldiklar1 belirtilmekle beraber
sfertilositlerin bagisiklik sistemideki fonksiyonlart heniiz net degildir (Er 2011,
Chapman 1998, Gupta 1985).



1.4.3. Hemosit Aracih Bagisikhik Tepkileri

Boceklerde hiicresel savunma mekanizmalarinda hemositler gorev almaktadir.
Hemositler fagositoz, nodiil olusumu ve enkapsiilasyon gibi bagisiklik tepkilerinde rol
oynarlar. Bu hiicresel savunma tepkilerinde rol alan hemositler plazmatositler ve

graniilositlerdir, onositoidler ise daha once bahsedildigi gibi melanizasyonda rol alir

(Levine 2007).

1.4.3.1. Fagositoz

Fagositoz boceklerde bakteri, mantar ve virlislere kargi hemositler tarafindan
olusturulan temel bagisiklik tepkisidir (Lavine ve Strand 2002, Gupta 1985, Ribeiro ve
Brehelin  2006). Plazmatositler ve graniilositler fagositozdan sorumlu baslica
hemositlerdir (Lavine ve Strand 2002, Gupta 1985).

Fagositozun baglamasi, organizmanin disaridan viicuda giren yabanci maddeyi
algilamasi ile baslar (Gillespie vd. 1997, Gupta 1985). Yabanct maddenin hemositler
tarafindan algilanmasi yabanci organizma tizerindeki peptidoglikan, lipopolisakkarit ve
1.3-glukanlar gibi yiizey molekiillerinin taninmasi veya Ornek tanima proteinleri
(opsoninler) ad1 verilen ve fagosite edilecek partikiilii hiicresel saldir igin igaretleyen
proteinler yardimi ile gergeklesmektedir (Lavine ve Strand 2002). Yabanci
organizmanin taninmasini takiben fagositoz basamaklari organizmaya yapigsma ile
baglar ve organizmanin igeri alinmasi icin sinyal iletimin baslamasi, yalanci ayaklarin
olusumu, yabanci maddenin igeri alinmasi ve fagozom denilen vezikiiller icerisinde
ayristirtlmasi ile tamamlanir (Lavine ve Strand 2002). Daha sonra sindirim enzimleri
iceren lizozomlar fagozomlarla birleserek iceri alinan yabanci partikiilleri pargalarlar

(Bayne 1990).

1.4.3.2. Nodiil Olusumu

Nodiiller, fazla sayida yabanci partikiiliin etrafinda bulunan, genellikle melanize

olmus nekrotik bir merkeze sahip olan hiicre disi pihti ve hemosit agregatlaridir
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(Rowley ve Ratcliffe 1981, Gupta 1985). Boceklerde nodiiller yiiksek
konsantrasyonlarda cansiz maddelere karsi olabildigi gibi bakteri, fungal sporlar, maya
hiicreleri ve prortozonlara karst da olusabilmektedir. Cesitli boceklerle yapilan
caligmalarda nodiil olusumunun ilk asamasinin hemosit ve mikroorganizma kiimeleri
olusumu oldugu tespit edilmistir (Ratcliffe ve Gagen 1977). Daha sonra graniilositler
icerinde bulunan graniiller sismeye baslar, hiicre disina go¢ erdeler ve bakterilerin
tutunmasini saglayan yapiskan bir maddeyi hemolenfe birakirlar. Bu durum bakteri ve
hemositlerin hiicre dis1 matrikste gomiilmesini saglar. Nodiil genisledik¢e graniilositler
degraniilasyona devam ederler ve nodiil sikilastikca yakalanmig bakterilerin etrafinda
melanin birikimi olur. Nodiil olusumu baslamasini takiben 2-4 saat sonra plazmatositler
nodiiliin etrafinda toplanmaya baslar. Nodiil olusumu yaklasik 24 saatte tamamlanir ve
nodiillerin etrafi yassilasmis plazmatositlerle ¢evrilmis olup, bakteriler ve graniilosit
kalintilar1 iceren melanize olmus bir merkeze sahiptirler (Ratcliffe ve Gagen 1977,
Levin 2007). Nodiil olusumunda rol alan temel hemositler graniilositler ve
plazmatositlerdir. Ancak bazi arastirmacilar melanizasyonda rol oynayan
profenoloksidaz icermesi nedeniyle 6nositoidlerin de nodiil olusumunda rol aldiklarini

savunmaktadirlar (Chapman 1998, G6tz ve Boman 1985).

1.4.3.3. Enkapsiilasyon

Hemosit aracili enkapsiilasyon bocek hemositlerinin kendilerinden daha iri
yapidaki yabanct maddelere karsi olusturduklari bagisiklik sisteminin en Onemli
unsurlarindan biridir (Gupta 1985, Richards ve Edwards 2002, Tunaz 2004). Bu tepki
yabanci patojenin kendinden olmayan olarak algilanmasi, bunun etrafinda ¢ok yogun
yassilagmis hemosit tabakalarinin olugsmasi ve hemosit tabakalarinda ki kismi veya tam
melanizasyon sonucu patojenin Oldiiriilmesi seklinde tarif edilmektedir (Schmidt vd.
2001).

Enkapsulasyon hemositlerin rastgele hareketlerle veya dogrudan kemotaksisle
yabanci objeyle temas kurmasiyla baslar ve daha sonra graniilositler yabanci objeye
tutunarak degraniilasyon baslatilir. Degraniilasyon sonucu graniilositlerden salgilanan
graniiller yabanci maddeye ve diger hemositlere tutunur ve diger graniilositler ve

plazmatositler enkapsiilasyonun oldugu bolgeye cekilir. Cekilen plazmatositler kapsiil
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etrafinda yassi bir hiicre tabakasi olusturur, hiicreler arasi bosluklar doldurulur ve ilk
yapisan graniiler hiicreler pargalanarak kapsiiliin etrafi ince bir graniilosit tabakasiyla
kaplanmis olur. En son olarak da kapstil melanize olur ( Lavine ve Strand 2002, Lackie
1981).

1.5. Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus (MN) olusumu ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan
eritrositlerde saptanmis ve Jolly tarafindan mikronukleus olarak tanimlanmistir. Bu

nedenle Howell-Jolly cisimcigi ad1 da verilmektedir (Ustiiner 2011).

Mikroniikleuslar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda olusan, ana ¢ekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan meydana gelen
olusumlardir. Mikroniikleus olusumuna neden olan kromozom kiriklari, kendiliginden
veya mutajenik ajanlar nedeniyle olusabilecegi gibi, iyonize radyasyon veya DNA
hasarina neden olan kimyasallardan (insektisitler gibi) da kaynaklanabilmektedir

(Topaktas ve Renciizogullar1 2010).

MN sayisindaki artig, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu kromozom
anormalliklerinin gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar,
sentromer boliinme hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak;
klastojenler 1ise kromozom kiriklar1  olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Giiniimiizde, artan endiistrilesmeye
bagli olarak cevresel kirliligin giderek artmasiyla, canlilar daha fazla fiziksel ve
kimyasal ajana maruz kalmakta dolayisiyla giiglii toksik, mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik faktorlerin olumsuz etkilerini tespit etmede MN testi pratik ve ucuz olmasi
agisindan diger metodlara gére genotoksisite arastirmalarinda sikca tercih edilen bir

metoddur. (Minisi vd. 1996).

Hiicrelerde mikroniikleus varligi 151k mikroskobu aracilignr ile kolaylikla
belirlenebilmektedir. Hiicre i¢indeki bir yapmin MN olarak adlandirilabilmesi i¢in
belirlenen yapinin ana niikleustan kiiclik olmasi, ana niikleusla temas halinde olmamasi

ve ana niikleusla ayni tonda boyanmasi gerekmektedir. (Venier vd. 1997).
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1.6. Galleria mellonella Linnaeus, (1758) Biiyiik Balmumu Giivesi

Biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella L. larval evrede ar1 kovanlarinda

onemli tahribata yol agan zararli bir tiirdiir.

Sistematikteki Yeri

Alem :Animalia

Sube :Arthropoda

Familya :Insecta

Takim :Lepidoptera

Ust Familya :Pyralidea

Alt Familya :Galleriinae

Cins :Galleria Fabricius (1798)

Tiir :Galleria mellonella (Linnaeus 1758)

Galleria mellonella larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra larval olarak 8 evre
gecirirler ve son iki evrede maksimum biiylikliige ulasirlar. Olgunlasan son evre
larvalar1 gevrelerine koza oOrerek pupa devresine gegerler. Pupalardan da ergin
kelebekler olusur. Yumurta, larva, pupa ve ergin kelebek devrelerine sahip olan bu
tiirtin hayat dongiisii yumurtadan ergin devreye kadar yaklasik 6 haftadir. G. mellonella,
sicak bolgelerde ar1 kovanlarinda ve zayif kolonilerde yasamak i¢in iy1 adapte olmustur.
Ergin giiveler yumurtalarin1 kovanlarda bal arilarinin ulasamayacagi ahsap kisimlardaki
catlaklara birakirlar. Geng larvalar petekler icinde oyuklar agarak bal ve petekler ile
beslenirler. Yash larvalar, ordiikleri aglar ile petekleri birbirine yapistirarak tamamen
yerler (Ali ve ark. 1973).

Galleria mellonellanin da dahil oldugu bazi zararli Lepidopter tiirlerini
laboratuvarda yetistirmek amaciyla ilk defa Haydak (1936) tarafindan yapay besin
ortam1 gelistirilmistir. Daha sonraki yillarda Bronskill (1961) tarafindan kepek, petek,
bal, gliserin ve su karisimindan olusan yapay besin ile bocegin laboratuvar sartlarinda
kitleler halinde iiretilmesi saglanmistir (Ozer 1961).

Galleria mellonella birgok fizyolojik, biyokimyasal ve immunolojik ¢alismalarda
kullanilan model bir bocektir (Dubovskiy vd. 2011, Emre vd. 2013). Fakat bu
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caligmalarin cogunlugu fungal ve bakteriyal patojenlerin, agir metallerin etkileri {izerine
olmustur. Onemli bir cevresel kirletici olan insektisitlerin boceklerde immunolojik ve
genotoksik etkileri ile ilgili ¢alismalar son derece siirlidir. Bu nedenle ¢alismamizda
zararlilarla miicadelede yaygin olarak kullanilan bir insektisit olan deltametrinin
immunolojik ve genotoksik etkileri model bir organizma olan G. mellonella’da

arastirilmastir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Al Hariri ve Anjum (2001) Schistocerca gregaria Forsk. ile yapmis olduklar
calismada deltametrin ve lambda siyalotrinin etkilerini incelemislerdir. Ergin
Schistocerca gregaria (¢6l ¢ekirgesin) da insektisit uygulamasindan sonra ilk 30 dk. da
cekirgelerin toplan hemosit sayisinda (THS) artis, 60 dk. sonrasinda ise THS da azalma
oldugu tespit edilmistir. Ancak ¢alismanin genel sonucunda THS’da 6nemli artis oldugu
tespit edilmistir.

Arnold ve Hinks (1976), Euxoa declarata (Lepidoptera)’da bes tip hemosit
bulmuslardir. Bunlar prohemositler, plazmatositler, graniillii hemositler, sferiil hiicreler
ve Onositoitlerdir. Graniilli hemositlerin ve sferiil hiicrelerin sik¢a boliinen tek sinif
olmalarinin, onlarin sayilarindaki devamli artist agiklamaya yeterli oldugunu
bildirmislerdir. Prohemositlerin sik¢a boliindiiklerini fakat sayilarinin énemli derecede
artmadigini ve onlarin, nadir olarak kendi kendilerine bdliinen fakat larval evre boyunca
sayilarindaki artisi devam eden plazmatositlerden ayri oldugunu ileri siirmiiglerdir.
Prohemositlerin 4. evre sonrast mitotik indeksleri diistiiglinde plazmatositlerin
biiyiikliiklerinin ve sayilarinin arttigimm gormiislerdir. Onositoitlerin asla bélinmedigini
gbzlemlemislerdir.

Ashhurst ve Richards (1964), G. mellonella (Lepidoptera) larvalarinda kan
hiicrelerinin reaksiyonlarini ve 6zelliklerini tespit etmislerdir. Arastiricilar, G.mellonella
larvalarinin hemolenfinde bes tip kan hiicresinin bulundugunu bildirmisler ve bunlari
prohemosit, adipohemosit, sferiil hiicre ve 6nositoit olarak isimlendirmislerdir.

Beeman ve ark. (1983) Plodia interpunctella (Lepidoptera)’nin besinci donem
larvalarimin kan hiicrelerinde yapmis olduklari arastirmalarda alti tip kan hiicresi
belirlemislerdir. Bunlari prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sferiilosit, onositoit ve
graniilositofagus diye isimlendirmislerdir. Arastirmacilar prohemositleri temel hiicre
olarak kabul etmisler ve plazmatositler ile prohemositler arasinda bir¢ok gecis tipi
hiicreler go6zlemislerdir. Bu nedenle plazmatositlerin prohemositlerden meydana
geldigini ayn1 zamanda graniilositlerin de plazmatositlerden meydana geldigini

bildirmislerdir.
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Cai ve arkadaslar1 (2004) yilinda yapmis olduklart bir ¢alismada endoparazitoit
Pteromalus puparum (L.) (Hymenoptera: Pteromalidae) tarafindan parazitlenen Pieris
rapae (L.) (Lepidoptera: Pieridae)’de zehir aktivitesinin sonucu olarak toplam hemosit
sayisinin azaldigini belirlemislerdir.

Calta ve Ural (2004) gen¢ aynali sazan baligi Cyprinus carpio’da sentetik
piretiroid olan deltametrinin akut toksik etkisini incelemislerdir. Arastirmacilar, yapmis
olduklar1 caligmada sazan balig1 icin 24, 48, 72 ve 96 saatlik peryotlar icin kontrol ve
yedi farli doz (0.25, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00, 8.00, 16.00 pg/L) uygulamasi ile LCsy
degerini (%95 giivenirlilikle), 24, 48, 72 ve 96 saat i¢in sirasiyla 9.41 , 4.47 ,2.37 ve
1.65 ng/L olarak belirlemislerdir.

George ve Ambrose (2004), Rynocoris kumarii’de monocrotophos, dimetioate,
metilparathion ve quinalphosun toplam hemosit sayisini artirdigini gostermislerdir.

Giulianini ve ark. (2003) Cetonischema aeruginosa (Coleoptera, Scarabaeidae)
larvalarinda 6 g¢esit hemosit gézlemlemislerdir. Bu hemositleri 151k ve taramali elektron
mikroskoplarinda incelemislerdir. Bu hemositler; prohemositler, graniilositler,
plazmatositler, koagiilositler, 6nositoitler ve sferiil hiicrelerdir

Gupta (1985), bocek hemositlerini prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sfertilosit,
adipohemosit, 6nosit ve koagulosit (sitosit) olarak tanimlamaistir.

Gupta ve Sutherland (1968) yapmis olduklari c¢alismada insektisit olan
chlordan’in sublethal dozlarina maruz birakilan Periplaneta americana populasyonunda
toplam hemosit sayisinin ve farkli hemosit sayilarmin (plazmatosit, graniilosit,
koagulosit ve sferiil hiicre) arttigin1 bildirmislerdir.16

Halawa vd. (2007), Schistocera gregaria’da toplam hemosit sayisinin Chlorozan
uygulamasi sonucu %50 oraninda, deltametrin uygulamasi ile %18,3 oraninda ve
spinosad uygulamasi ile %8,3 oraninda azaldigini gostermistir.

Jones (1970), bocek hemositleri ilizerine yapitigi ¢alismada boceklerde bulunan
hemositleri prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sitosit, sferiil hiicreler, adipohemosit,
podosit, 6nosit ve veriform hiicreler seklinde tanimlamistir.

Kopriicii vd. (2006), Silurus glanis (kiigiik Avrupa yayin baligi) igin kontrol
grubunu ve deltametrinin yedi farkli (0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 3, 4 ng/L) konsantrasyonunu
1, 24, 48, 72 ve 96 saat uygulayarak lethal dozun ¢esitli araliklarini incelemislerdir. S.
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glanis igin LCsp degeri her saat igin sirasiyla 2.497, 1.446, 1.215, 0.866 ve 0.686 pg/L
olarak belirlenmistir.

Kumar ve arkadaslart (2002) yapmis olduklari ¢alismada sarthumma
sivrisineginin (Aedes aegypti) larvalar1 ve erigkinlerinin, deltametrin ve deltametrin ile
bir kombinasyonu olan piperonil butoksidin sinerjistik etkisine karsi olusturulan direng
potansiyelini incelemislerdir. Arastirmacilar bu c¢alismada larva A. aegypti igin
deltametrinin LCso degerini 0,000118 ppm plarak bildirmislerdir.

Li vd. (2011), Acetamiprid ve chlorphyrifosun Pardosa asterigera’da
mikroniikleus olusumunu artirdigini gostermislerdir.

Neuwirth (1973), G. mellonella larvalarinin kan hiicrelerini hem 151k, hem de
elektron mikroskop ile ¢alismistir. Arastirici, larvalarin son evresinden alinan
orneklerini incelemis ve bunlarda plazmatosit, graniilosit, sferiil hiicre ve Onositoit
olmak {izere dort tip kan hiicresi ayirt etmis ve bunlarin histokimyasal 6zelliklerini
incelemistir.

Revankar ve Shyama (2009) organofosforlu insektisit olan monokrotofozun farkli
konsantrasyonlarini, farkli zaman dilimlerinde Meretrix yumurtalarina uygulamislardir.
Doza bagli olarak mikronukleus sayisinda 6nemli artig oldugu belirlenmistir.

Riberio ve Brehelin (2006), boceklerde hemosit say1 ve tiplerinin bocegin tiiriine
ve gelisim evrelerine gore farkliliklar gosterdigini belirtmistir.

Richards ve Parkinson (2000) yapmis olduklar1 ¢alismada Pimpla hypocondriaca
(Retzius) (Hymenoptera: Ichneumonidae) zehirinin konak hemositleri {izerinde
sitotoksik etkisi oldugu ve zehirin toplam hemosit sayisini azaltarak hemosit aracili
konak bagisiklik tepkilerini baskiladigi gosterilmistir.

Saxena (1992), Lepidoptera takimindan Danaus chrysippus (Nymphalidae),
Earias fabia (Noctuidae) ve Argina astrea (Arctiidae) tiirlerinde 151k ve elektron
mikroskobu kullanarak prohemositler, plazmatositler, graniillii hemositler, 6nositoitler,
koagiilositler, sferiilositler ve adipohemositler olmak {izere yedi tip hemosit
tanimlamistir. Arastirict ii¢ tiirde de hemositlerin esas sekil ve ozelliklerinin benzer
oldugunu bildirmis, ama taramali elektron mikroskobuyla (Scanning Electron
Microscope = SEM) yaptig1 arastirmada ise biiyiik farkliliklar gézlemlemistir. Her i

tiirde de plazmatositlerin ¢ok bol miktarda oldugunu saptamistir.
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Siu vd. (2008) polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), organoklorlu pestisitler
(OC pestisit) ve klorlu bifenollerle (PCB)’de dahil olmak {izere organik kirleticilerle
kirletilmis olan sularda Perna viridis’in DNA ipliklerinde kirilmalara, oksidatif DNA
hasar1 ve mikronukleus (MN) olusumlarini incelemislerdir. Inceleme sonunda 6zellikle
daha kirli bolgelerde MN olusumunun bir bio-marker olarak etkili oldugu kanisina
varmislardir.

Teleb (2011) Schistocerca gregaria’ya bir ¢esit insektisit olan nomoltun farkli
dozlarin1 uygulayarak THS ve farkli hemosit sayilari iizerine etkisini incelemistir.1., 3.
ve 5. Giinlerde hem disi hem de erkek bireylerde THS incelenmistir. Sonuglar toplu
olarak degerlendirildiginde, THS azaldig1 sonucuna varilmistir.

Ucgkan ve Sak (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada pup parazitoidi olan Pimpla
turionella’ya spermetrinin farkli doz uygulamasimin ardindan, hemositlerin mitoz,
apoptozis ve mikronukleus degerleri incelenmistir. Calisma sonunda sipermetrin
uygulmasinin doza bagli olarak mitotik aktivitede azalmaya, apoptotik hiicre sayisinda
artmaya ve mikronukleuslu hiicre sayisinda artmaya neden oldugu tespit edilmistir.

Yilayaz (2005) organofosforlu insektisit olan paratiyon metilin Barbus rajanurum
Mystaceus tizerindeki genotoksik etkisini incelemistir. Paratiyon metilin g¢esitli dozlar
(125, 150, 175, 200, 225 ppm) 96 saat siireyle hedef organizmaya uygulanmis ve
sonucta eritrositlerdeki mikronukleus (MN) frekansinin en yiiksek dozda en fazla
oldugu tespit edilmistir.

Zhu ve arkadaslart (2012) Spodoptera litura ile bir ¢alisma yapmuislardir.
Calismada hekzafloranin subletal dozlar (0.1, 0.5, ve 1.2 ug/ml) 3., 4., 5. ve 6. evre
larvalarina uygulanmistir. Hekzafloranin 5. Evre larvalarinda 24 saat sonunda THS
onemli Ol¢iide arttirdigr saptanmustir. 96 saatlik uygulamada subletal konsantrasyonlarin
hemositlerde normal proliferasyonunun 24 saatlik uygulama ile ayni diizeyde oldugu

tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Maddeler

Deltamertin [(S)-cyano-(3-phenoxyphenyl)-methyl] (1R,3R)- Hektas
3-(2,2-dibromoethenyl)-2,2-dimethyl-
cyclopropane-1-carboxylate]

Dimetil siilfoksit  DMSO Merck
Giemsa Giemsa’s Azure Eosine Methylene Blue Solution Merck
Potasyum KH,PO, Merck
dihidrojen fosfat

Sodyum hidrojen Na;HPO,4 Merck
fosfat

Kristal viole Merck
Asetik asit CH3;COOH Merck
Kalsiyum Kloriir ~ CaCl2 Merck
Potasyum Kloriir  KCI Merck
Sodyum Kloriir NaCl Merck
Etil Alkol C,HsOH Sigma
Metil Alkol CH30OH Sigma

3.1.2. Cihazlar Ve Geregler

Analitik Terazi Ohaus

Farkli Olgeklerde Otomatik Pipetler Gilson

Vortex LABART MVS-1

Etiv Niive EN 120

Saf Su Cihazi Millipore Rios 8

Isiticili Manyetik Karistirict Daihan Wisd MSH-20A
Mikroskop Olympus CX21, Leica DM 750,
Neubauer Lam1

Saf Su Cihazi Millipore Rios 8

Otomatik pipetler Ependof
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3.1.3. Stok Kiiltiiriin Hazirlanmasi Ve Deney Boceklerinin Elde Edilmesi

Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin hemositleri tizerine olan
etkilerinin arastirildigi ¢alismada kullanilan stok G. mellonella bireyleri 30+2 °C ve
%655 bagil neme sahip, silirekli karanlik kosullara sahip laboratuvarda Bronskill
(1961) tarafindan gelistirilen ve Cizelge 3.1°de gosterilen besin ile yetistirilen stok G.
mellonella erginlerinin biraktiklar1 yumurtalarin ayni ortamda a¢ilmasi ile olusan

larvalardan elde edildi.

Cizelge 3.1. Galleria mellonella yari sentetik besini (Bronskill 1961)

Bugday kepegi 840 ¢
Bal mumu 51 g

Gliserin 320 ml
Bal 141 ml
Saf su 100 ml

3.1.4. Kontrol Gruplar1 Ve Deltametrin iceren Besinlerin Hazirlanmasi

Deneylerde yukarida bahsedilen kontrol besinine Bronksill (1961), 100 gr besin
icerisine 5, 20, 50, 100 ve 150 pg deltametrin ilave edilerek deney konsantrasyonlari
olusturuldu. Deltametrinin  [(S)-cyano-(3-phenoxyphenyl)-methyl] (1R,3R)-3-(2,2-
dibromoethenyl)-2,2-dimethyl-cyclopropane-1-carboxylate] (Hektas % 96.4) su
igcerisinde ¢Oziiniirliigii smirh oldugu icin dimetil stilfoksit (DMSQO) ¢oziicii kontrol
olarak kullanildi ve bu nedenle her tekrar icin DMSO’nun etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi

i¢in ¢oziicii kontrol grubu hazirlandi ( Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Deney gruplarinin besin igerikleri

Besin bileseni Bal Petek  Gliserin  Kepek Saf su+DMSO  Deltametrin

Kontrol 979 35¢ 22 ¢ 58 ¢ 6,89 -

Kontrol+DMSO 979 35¢ 22 ¢ 58 ¢ 6,89 -

Spg deltametrin 9,79 35¢g 22 g 58 ¢ 6,89 +
20pg deltametrin = 9,79 3,59 22 g 58 ¢ 6,89 +
50ug deltametrin =~ 9,7g 3,59 22 g 58 ¢ 6,89 +
100pg deltametrin - 9,79 3,59 22 g 58 ¢ 6,89 +
150pg deltametrin - 9,79 3,59 22 g 589 6,89 +

Deneyde kullanilan G. mellonella larvalarinin beslenmesi icin laboratuvar
kosullarinda besin hazirlandi.  Deltametrin  beslenme deneylerinde  denenen
konsantrasyonlar1 pg /100 g besin olarak ifade edildi. 100 g besin icin her kavanoza 58
g kepek, 3.5 g ogiitiilmiis petek, 22 g gliserin, 9.7 g slizme bal eklenerek karistirildi.
Deltametrinin (% 96,4) suda ¢oziinmesi zor oldugu i¢in 1 ml dimetilsiilfoksit (DMSO)
i¢erisinde ¢oziildiikten sonra besinlere ilave edildi.

Her serinin her tekrar1 i¢in kavanozlara 20 ser bocek konuldu ve G. mellonella
larvalar1 deltametrinin farkli miktarlarini igeren yapay besin ile 24, 48, 72 ve 96 saat
boyunca beslendi. Bocekler kisa inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlikta

tutuldu.
3.2. Yontem
3.2.1. Boceklerin Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi

Galleri mellonella’da hemosit tiplerinin belirlenebilmesi amaciyla 150— 200 mg
agirh@inda son evre larvalart kullanildi. Hemolenf elde etme islemi igin larvalar -20
°C’de birkag dakika bekletilerek hareketlerinin yavaslamasi saglandi. Larvalar % 95°lik

etanol ile silindikten sonra, larvalar birinci arka bacak iistiinden, ince uglu diseksiyon

ignesi ile delinip 5 pl hemolenf elde edildi. Hemolenf melanizasyona izin vermeden
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hizli bir sekilde daha once alkolle temizlenmis rodajli lamlar {izerine alinarak yayildi ve
oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlarin kurumasini takiben hemositlerin
fiksasyonu ic¢in lamlar 5 dakika siire ile metanol iginde bekletildi ve metanol
tizerlerinden akitilarak kurumaya birakildi. Hemositlerin boyanabilmesi i¢in taze olarak
hazirlanan %5 lik Giemsa boyama ¢ozeltisi kullanildi.

Giemsa Boya ¢o6zeltisinin hazirlanabilmesi i¢in, 5 ml Giemsa boya soliisyonu
(MERCK Giemsa’s Azure Eosine Methylene Blue Solution), 5 ml KH,PO4, 5 ml
(Na;HPQO,) karistirildi ve saf su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 10 dk bekletilerek
kurutma kagidinda siiziildii. Siiziintii saleye alindi ve tespit isleminden sonra kurutulan
lamlar Giemsa boyama c¢ozeltisi i¢ine alinarak boyanmalari saglandi. Preperatlar
Giemsa boya ¢ozeltisi i¢inde 10 dakika bekletildikten sonra saf ile yikandi ve oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar entellan ile kapatilarak daimi
preparatlar haline getirildi. Preparatlar Olympus CX21, Leica DM 750 ve Nikon Eclipse

E 200 marka mikroskopta incelendi ve hemosit tipleri belirlenerek fotograflari gekildi.

3.2.2. Toplam Hemosit Miktarimnin Tayini

G. mellonella’nin toplam hemosit sayilarinin belirlenebilmesi igin larvalar birinci
arka bacak tizerinden ince uglu igneyle delindi ve 5 pl hemolenf buz iizerinde bekletilen
ve igerisinde 45 ul Tauber-Yeager ¢ozeltisi (0.005 gr kristal viole, 0.12 ml asetik asit,
0.11 gr CaCl,, 0.15 gr KCI, ve 4.65 gr NaCl) bulunan ependorf tiiplerine aktarildi. 1: 10
oraninda seyreltilmis hiicre siispansiyonu mikropipet yardimiyla birka¢ kez cekilip
birakilmak suretiyle karistirildi ve hiicre silispansiyonundan 10 pl mikropipet ile
cekilerek 0,100 mm derinlige sahip Neubauer hemositometresine (Improved Neubauer
Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi. Hemositler Olympus CX21 marka
mikroskobunda sayildi.

3.2.3. Toplam Hemosit Miktarinin Hesaplanmasi
Neubauer hemositometresi lizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu sayim

alanlarinin bir ¢ukurlukla birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir sayim alaninda

koselerde dort tane 1 mm? 'lik boliimler (biiyilk kareler) bulunur. Bunlar 16 tane orta
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biiyiikliikte kareye ayrilmistir (1/4 x 1/4 = 1/16 mm? ). Ortada bulunan biiyiik kare ise
25 tane orta biiyiikliikte kareye ayrilmistir. Orta biiyiikliikteki karelerin etrafi ¢ift ¢izgi
ile ¢evrilmistir. Her bir orta kare de 16 kiiciik kareye boliinmiistiir. Boylece, ortadaki
alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiigiik kare vardir. Bir kiigiik karenin alan1 1/20 x
1/20 = 1/400 mm? 'dir. Sayim alan1 disinda kalan kenarlar, sayim alani yiizeyinden 0,1
mm ylksektir. Sayim alani lizerine hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim
alani ylizeyi arasinda 0,1 mm'lik bir bosluk kalir. Boylece lam ve lamel arasinda kalan

her karenin hacmi hesaplanabilir.

Sekil 3.1. Neubauer hemositometre lami1

Hesaplama islemi asagidaki formiile gore yapilir.

En biiyiik (1mm? 'lik) karenin hacmi =1 X 1 X 0,1 = 0,1 mm® 0,1 mm® = 0,0001
cm® =0,0001 ml"dir.

Deney gruplarimizda hemositometre lamimindaki 1 mm? °lik biiyik karenin
tamamui sayilarak toplam hemosit sayilari belirlendi.

Mililitredeki toplam hemosit sayisinin hesaplanmasi i¢in asagidaki formiilden
yararlanildi:

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayist x 10%
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3.2.4. Mikroniikleus Sayilarimin Belirlenmesi

Mikrontikleus sayilarinin belirlenmesi i¢in giemsa ile boyanmis preparatlar
Olympus CX21 marka mikroskoplar altinda incelendi. inceleme isleminde her bir
konsantrasyonun her periyodunun her bir tekrarinda 100’liik objektif altinda 1000 hiicre
sayild1 ve mikroniikleusa sahip hiicre sayis1 kaydedildi.

Mikronukleuslu hiicrelerin  belirlenmesinde Venier vd. (1997) tarafindan
gosterilmis olan kriterler esas alindi. Buna gore niikleustan ayr1 ve temas halinde
olmayan, ana niikleustan kii¢iik ve niikleusla ayni1 tonda boyanmis yapilar mikroniikleus

olarak degerlendirildi.

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler degisik zamanlarda tliger kez tekrar edildi. Bir deney serisinde elde
edilen veriler kontrol, ¢dziicii kontrol ve kendi aralarinda karsilastirilmak suretiyle ve
zamana bagli olarak degerlendirildi. Verilerin karsilastirilmasinda varyans analiz
yontemi, ortalamalar arasi farkin 6nem kontroliinde ise Student Newman Keul’s (SNK)
testi, verilerin arasindaki iligkinin ortaya konmasinda Pearson korelasyonu analizi

bilgisayarda SPSS 20.00 istatistik veri paketi kullanilarak uygulandi.
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4. BULGULAR
4.1. Galleria mellonella’da Hemosit Tipleri

Giemsa ile boyanarak hazirlanmig olan preparatlarin 151k mikroskobu altinda
incelenmesi sonucu hemosit tipleri belirlendi. Boyama sirasinda hemositlerin
¢ekirdeklerinin agik-koyu pembe, stoplazmalarinin ise agik-koyu mavi-mor renkte
boyandig1 gozlendi.

Sunulan ¢alismada G. mellonella’da hemositler morfolojik olarak incelendi ve
larva hemolenfinde hemosit tiplerinin prohemositler, plazmatositler, graniilositler,

sferiilositler, dnositoidler, adipohemositler ve veriform hiicreler oldugu belirlendi.
4.1.1. Prohemositler
Prohemositler kiiclik, yuvarlak, oval veya elips seklinde cesitli biiyiikliikte

hiicreler olarak gozlendi. Plazma membranlar1 genelde diiz, hemen hemen hiicreyi

dolduran, merkeze yerlesmis biiyiik bir ¢ekirdege sahiptirler.

N
'@ &
o O~
. i

Sekil 4.1 Prohemositlerin 11k mikroskobu altindaki goriintiileri

‘ I
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4.1.2. Plazmatositler

Plazmatositler farkli biiyiiklik gosteren cekirdekler genelde merkezi yerlesimli,

yuvarlak veya uzamis durumda polimorf hiicreler olarak gozlendi.

Sekil 4.2 Cesitli sekillerde plazmatositlerin 151k mikroskobu altindaki goériintiileri
4.1.3. Graniilositler
Graniilositler sferik ya da oval bigiminde, ¢ekirdekleri merkezi konumlu yuvarlak

ya da ince uzun hiicreler olarak gozlemlendi. Stoplazmalarinda karakteristik olarak

graniiller yap1 gozlendi.

Sekil 4.3 Graniilositlerin 151k mikroskobu altindaki goriintiileri
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4.1.4. Sferiilositler

Sferiilositler, yuvarlak veya oval yapili, ¢ekirdek merkezi veya merkeze yakin
konumlu, genellikle graniilositlerden daha biyiiktiirler seklinde gozlendi. Sferiilositlerin
karakteristik ozelligi cekirdek etrafinda stoplazmalarini tamamen dolduran sferiiller

goriildii.

Sekil 4.4 Sferiilositlerin 151k mikroskobu altindaki gortintiileri

4.1.5. Onositoidler
Onositoidler, genelllikle yuvarlak ya da oval sekilli merkezi yerlesime sahip

olmayan kii¢iik, yuvarlak veya elips seklinde cekirdekli, yogun stoplazmali hiigreler
seklinde goriildii.

Sekil 4.5 Onositoidlerin 151k mikroskobu altindaki genel gériintiileri
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4.1.6. Adipohemositler Ve Veriform Hiicreler

Veriform hiicreler degisken morfolojiye sahip, ¢esitli biiyiikliiklerde hiicreler
olarak, adipohemositler ise graniilosit benzeri, stoplazmasinda bosluklar bulunan

hiicreler seklinde gozlenmistir.

A

Sekil 4.6 A-Veriform hiicre, B-Adipohemosit’in 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

4.2. Deltametrin Konsantrasyonlarmin G. mellonella’ nin Toplam Hemosit

Sayisina Etkileri

Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam hemosit sayisina
etkileri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.7’ de gosterilmistir.

Yirmi dort saatlik deney periyodu sonunda kontrol grubunda 227.33x10* olan
toplam hemosit sayis1 denenen tiim konsantrasyonlarda ve ¢dziicli kontrol grubunda
kontrole gore 6nemli 6l¢iide azalmistir. Bu azalma konsantrasyon artisina paralel olarak
gerceklesmis ve en yiiksek konsantrasyon olan 150 pg da yaklasik olarak % 39 azalarak
142.33x10* olarak gerceklesmistir.

Deney periyodunun 48. saatinde 5 pg, 50 pg, 100 pg ve 150 pg deltametrin iceren
gruplarda kontrole gore 6nemli 6l¢iide azalirken, kontrol grubu ile ¢oziicii kontrol grubu

arasinda istatistiksel bir fark gézlenmemistir.
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Cizelge 4.1 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam hemosit
sayisina etkileri

Toplam hemosit sayis1 x 10

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 227.33£3.71a  230.67+2.03a 237.67+3.38a 249.33+2.40bc
Cozici Kontrol  219.67+1.76b  228.67+5.17a 234.67+2.40a 252.67+3.48b
5pug 209.00£1.53¢  205.67+2.96c  224.67+2.85b  240.67+2.40c
20 ug 207.334£3.71c  219.67+3.28ab  224.00+4.04b  228.33+3.38d
50 ug 198.33+0.88d  214.00+1.73bc  213.67+2.02¢c 229.67+4.05d
100 pg 194.33+1.20d 214.67+3.76bc  207.00+2.31c 281.67+1.76a
150 pg 142.33£2.96e  203.671.76c  207.67+0.67c  286.00+3.78a

*.a, b, c, d, e harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermek amaciyla kullanilmistir.
Aym siitundaki ayni harfi igeren veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Ug tekrarin ortalamasi+standart hata
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Sekil 4.7 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam hemosit
sayisina etkileri

Deney periyodunun 72. saatinde denenen tiim deltametrin konsantrasyonlarinda
toplam hemosit sayis1 kontrol ve ¢oziicii kontrol grubuna gére 6nemli 6lgiide azalmistir.
Kontrol grubunda 237.67x10” olan toplam hemosit sayisi en yiiksek konsantrasyon olan
150 pg da %12 azalarak 207.67x10" olarak gerceklesmistir.
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Kontrol grubunda 96. saatte 249.33 x10* olan toplam hemosit sayisi ¢dziicii
kontrol grubunda artarak 252.67x10* olarak, en diisiik konsantrasyon olan 5 pg
deltametrin konsantrasyonunda ise azalarak 240.67x10* olarak gerceklesmistir. Fakat
bahsi gecen gruplar ile kontrol grubu arasindaki bu artmalar ve azalmalar istatistiki
olarak 6nemli bulunmamuistir. Besinin 20 pug ve 50 pg deltametrin igermesi durumunda
kontrole gore énemli dlgiide azalan toplam hemosit miktar1 (228.33 x10* ve 229.67
X104) deltametrin konsantrasyonlarinin fazla oldugu 100 pg ve 150 pg deltametrin
konsantrasyonlarinda kontrol ve denenen diger gruplara oranla 6nemli olgiide artarak
281.67 x10* ve 286.00 x10* olarak gerceklesmistir.

Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin uygulama siiresine bagli olarak G.
mellonella’nin toplam hemosit miktarlari tizerine olan etkileri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.8
de gosterilmistir.

Kontrol grubunda 24. saatte 227.33x10* olan toplam hemosit sayis1 48 ve 72.
saatlerde artarak 230.67 x10* ve 237.67 x10* olarak gerceklesmis fakat bu artislar
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Kontrol grubunda 96. saatte ise toplam

hemosit sayist dnemli 6l¢iide artarak 249.33x10* olarak gerceklesmistir.

Cizelge 4.2 Farkli deltametrin konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin toplam hemosit
sayisina zamana bagl etkileri

Toplam Hemosit Sayis1 x 10

Konsatrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)

Kontrol 227.33£3.71y  230.67£2.03y 237.67+3.38y 249.33+2.40X
Coziicii Kontrol  219.67+1.76z  228.67+5.17yz  234.67+2.40y 252.67+3.48x
5pug 209.00£1.53z  205.67+2.962 224.67£2.85y  240.67+2.40X
20 nug 207.33+3.71y  219.67+£3.28x  224.00+4.04x  228.33+3.38x
50 ug 198.33+0.88z  214.00+1.73y 213.67+2.02y 229.67+4.05x
100 pg 194.33£1.20z  214.67£3.76y 207.00£2.31y 281.67+1.76x
150 pg 142.33£2.96z  203.67+1.76y 207.67£0.67y 286.00+3.78X%

*: X, Y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermek amaciyla kullanilmistir. Ayni
satirdaki ayni harfi igeren veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Ug tekrarm ortalamasi£standart hata
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Sekil 4.8 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam hemosit
sayisina zamana bagh etkileri

Coziicii kontrol grubunda toplam hemosit sayisi zamana bagli olarak artmis
fakat bu artis yalnizca 24 saat ile 72 ve 96. saatler arasinda ve 48 ile 96. saatlerdeki
veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

En diisiik deltametrin konsantrasyonu olan 5 pg deltametrin igeren besinle
beslenen boceklerde 72 ile 96. saatlerde 24 ve 48. saatlere gore toplam hemosit sayisi
onemli Olgiide artmistir.

Besinin 20 pg deltametrin igermesi durumunda 24. saatte 207.33x10* olan toplam
hemosit sayis1 daha sonraki giinlerde nemli 6l¢iide artarak sirasiyla 219.67x10%, 224.00
x10* ve 228.33 x10” olarak gerceklesmistir.

Besinin 50 pg, 100 pg ve 150 pg deltametrin icermesi durumunda sirasiyla 24.
saatte 198.33x10%, 194.33x10* ve 142.33x10* olan toplam hemosit sayis1 maruz kalma
stiresine bagli olarak dnemli Ol¢lide artmis, 96. saatte ise yine 48. ve 72. saatlere gore
Oonemli artiglar géstermistir. 24 ve 96. Saatler arasindaki bu veriler incelendiginde bahsi
gecen iki giin arasindaki hemosit sayilar1 bakimindan gozlenen artiglar 50 pg da
yaklasik olarak %16, 100 png da yaklasik olarak %45 ve en yiiksek konsantrasyonda
yaklagik olarak %100 olarak gerceklesmistir.
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4.3. Deltametrinin G. mellonella’min Hemositlerinde Mikroniikleus Olusumuna
Etkileri

G. mellonella’nin hemositlerindeki mikroniikleuslu hiicreler Sekil 4.9” da

goriilmektedir.

Sekil 4.9 Mikronukleuslu hiicrelerin 151k mikroskobu altindaki goriintiisii

Farkli deltametrin konsantrasyonlarmin  G. mellonella’nin  hemositlerinde
mikroniikleus olusumuna etkileri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.10 de verilmistir.

Deney periyodunun 24. saatinde kontrol grubunda 1.67 olan mikroniikleuslu
hiicre sayis1 ¢oziici kontrolde (DMSO) ve denenen tiim deltametrin
konsantrasyonlarinda artig gostermistir. Bu artislar yalnizca besinin en diisiik
konsantrasyon olan 5 pg deltametrin icermesi durumunda kontrole gore istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamuistir.

48 saatlik veriler incelendiginde besinin 50, 100 ve 150 pg deltametrin icermesi
durumunda bununla beslenen boceklerde kontrol, ¢oziicii kontrol ile 5 ve 20 pg
deltametrin igeren besinle beslenen boceklere goére mikroniikleuslu hiicre sayilarinda

onemli artiglarin oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.3 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin hemositlerinde
mikroniikleus olusumuna etkileri

Mikronukleuslu Hiicre Sayis1 ¥

24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 1.67+£0.33b 2.33+0.33¢ 1.00+£0.00c 2.00+0.00b
Coziicii Kontrol 3.67+£0.33a 3.334+0.33bc 3.33+0.33b 2.67+0.33b
S5ug 2.67+0.33ab 3.33+0.33bc 3.33+0.33b 2.67+0.33b
20 ug 3.67+£0.33a 4.67+0.33bc 3.33+0.33b 3.00+0.58b
50 pug 3.6740.67a  5.00+0.58a 4.67+0.33b 3.33+0.33b
100 pg 4.00£0.00a 4.33+0.33ab 6.00+0.58a 5.67+£0.33a
150 pg 4.00+0.00a 5.33+0.33a 6.67+0.33a 6.00+0.00a

*: a, b, ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gdstermek amaciyla kullanilmistir. Ayni
stitundaki ayni harfi igeren veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Ug tekrarin ortalamasi+standart hata
¥: Her serinin her tekrarinda 1000 hiicre sayilmigtir
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Sekil 4.10 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin hemositlerinde
mikroniikleus olusumuna etkileri

Deney periyodunun 72. saatinde kontrol grubunda 1.00 olan mikroniikleuslu
hiicre sayis1 ¢oziicli kontrol grubunda ve deltametrin igeren diger besinlerle beslenen

gruplardaki boceklerde onemli Olglide artmistir. Besinin 100 ve 150 ug deltametrin
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icermesi durumunda mikroniikleuslu hiicre sayis1 diger deltametrin konsantrasyonlarina
oranla dnemli 6l¢iide artmis ve sirasiyla 6.00 ve 6.67 olarak gergeklesmistir.

Deney periyodunun 96. saatinde yiiksek konsantrasyonlarda (100 ve 150ug
deltametrin) mikroniikleuslu hiicre sayis1 6nemli Olglide artarak sirasiyla 5.67 ve 6.00
olarak gerceklesmistir.

Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin hemositlerindeki
mikroniikleus olusumuna zaman bagh etkileri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.11 de
gosterilmistir.

Cizelge 4.4 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin hemositlerindeki
mikroniikleus olusumuna zaman bagl etkileri

Mikronukleuslu Hiicre Sayis1 ¥

Deltametrin 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
Orani (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std)
Kontrol 1.67+£0.33xy  2.33+0.33x 1.00+0.00y 2.00+0.00x
Coziicii Kontrol 3.67+0.33x 3.33+0.33x 3.334+0.33x 2.67+0.33x
S5ug 2.67+0.33x 3.33+0.33x 3.33+0.33x 2.67+0.33x
20 pg 3.67+0.33x 4.67+0.33x 3.33+0.33x 3.00+0.58x
50 ug 3.67+0.67x 5.00+0.58x 4.67+0.33x 3.3340.33x
100 pg 4.00+0.00y 4.33+0.33y 6.00+0.58x 5.67+0.33x
150 pg 4.00+0.00z 5.33+0.33y 6.67+0.33x 6.00+0.00xy

*: X, y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermek amaciyla kullanilmistir. Ayni
satirdaki ayn1 harfi iceren veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Ug tekrarm ortalamasi£standart hata

¥: Her serinin her tekrarinda 1000 hiicre sayilmistir
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Sekil 4.11 Farkli deltametrin konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin hemositlerindeki
mikroniikleus olusumuna zaman bagh etkileri

Kontrol grubunda 24. saatte 1.67 olan mikroniikleuslu hiicre sayist 48 ve 96.
Saatlerde artarak sirasiyla 2.33 ve 2.00 olarak gergeklesmistir. Yetmisikinci saatte ise
24. saate gore azalarak 1.00 olarak bulunmustur. Fakat bu azalma istatistiki olarak
onemli bulunmamigtir. Mikroniikleuslu hiicre sayisindaki bu artma ve azalmalar
yalnizca 72. saat ile 48 ve 96. saatlerdeki veriler ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli bulunmustur.

Coziicii kontrol grubunda ve besinin 5, 20 ve 50 pg deltametrin igermesi
durumunda G. mellonella hemositlerinde mikroniikleus sayilarinda zamana bagli olarak
onemli bir degisiklik gdozlenmemistir.

Besinin 100 pg deltametrin igermesi durumunda 24. saatte 4.00 olan
mikroniikleuslu hiicre sayis1 48. saatte artarak 4.33 olmustur. Fakat bu artis istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamistir. Deney periyodunun 72 ve 96. saatlerde mikroniikleuslu
hiicre sayis1 24 ve 48. saatlere gore onemli Olciide artarak sirasiyla 6.00 ve 5.67 olarak
gerceklesmistir.

En yiiksek konsantrasyon olan 150 pg deltametrin i¢eren besinle beslenen grupta
24. saatte 4.00 olan mikroniikleuslu hiicre sayisi ilerleyen gilinlerde 6nemli 6lgiide

artarak sirasiyla 5.33, 6.67 ve 6.00 olarak gerceklesmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Boceklerde bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasi olan hiicresel bagisiklik
tepkimeleri hemositler araciligi ile gerceklestirilmektedir. Boceklerde fagositoz, kapsiil
olusumu, koagulasyon ve yaralarin iyilestirilmesinde gorev alan bu hemositlerin
gorevleri bir 6l¢iide bilinmekle beraber bunlarin olusumu ve farklilasmasi konusunda
degisik goriisler ileri siiriilmiistiir (Demirsoy 2003). Bununla beraber hemositlerin
olusumlar1 ve farklilagsmasi ile ilgili genel diisiince prohemositlerin ilk olarak
plazmatositler seklinde farklilastigi, daha sonra dolasima giren plazmatositlerden diger
kan hiicrelerinin olustugu seklindedir (Strand 2008).

Boceklerde kan hiicrelerinin siiflandirilmast ile ilgili pek cok calisma yapilmastir.
Farkli boceklerde yapilan c¢alismalarda bugline kadar bu hiicrelerin degisken
yapilarindan kaynaklanan ve degisik adlarda tanimlan 55 farkli hemosit tipi
belirlenmistir (Demirsoy 2003)

Boceklerin kan hiicrelerinin siniflandirilmasinda bir ¢ok arastirici tarafindan kabul
goren iki smiflandirma Jones (1970) ve Gupta (1985) tarafindan yapilan
simiflandirmalardir.  Jones (1970) bocek hemositlerini prohemosit, plazmatosit,
graniilosit, sitosit, sferiil hiicreler, adipohemosit, podosit, 6nosit, ve veriform hiicreler
olarak adlandirmis, Gupta (1985) ise bunlar1 ultrasiitriiktiirel yapilarini1 géz oniine alarak
7 ana tip altinda toplamistir. Bunlar prohemosit, plazmatosit, graniilosit, sfertilosit,
adipohemosit, 6nosit ve koagulositlerdir (sitositler).

Sunulan ¢alismada G. mellonella’ da bulunan hemositler morfolojik olarakin
celenmis ve prohemositler, plazmatositler, graniilositler, sfertilositler ve 6nositler olarak
belirlenmigtir. Bunun yaninda Jones (1970) calismasindakine benzer sekilde
adipohemosit ve veriform hiicreler olarak adlandirilabilen hiicrelere de rastlamistir
(Sekil 4.9).

Benzer sekilde G. mellonella ile yapilan ¢alismada temel hemosit tiplerinin
prohemosit, plazmatosit, adipohemosit, sferiil hiicreler ve onositler oldugu gosterilmistir
(Ashhurst ve Richards 1964). Jones (1970) morfolojik yapilarmin benzerliginden
dolayr prohemosit ve plazmatositleri plazmatositoit olarak adlandirmis, Neuwirth
(1973) ise G. mellonella’da goriilen ve daha onceleri adipohemosit olarak adlandirilan

hiicrelerin aslinda graniilositler oldugunu belirtmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
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morfolojik, histokimyasal ve fonksyonel bakimdan Lepidopterlerdeki temel hemosit
tiplerinin prohemositler, plazmatositler, graniilositler, sferiilositler ve 6nositler oldugu
belirlenmistir (Richards ve Edwards 1999, Lavine ve Strand 2002, Riberio ve Brehelin
2006).

Literatiirlerde Jones (1970) tarafindan yapilan siiflandirmada belirttigi veriform
hiicreler ve adipohemositlere benzer hiicreler calismamizda da goriilmekle beraber
(Sekil 4.9), bu hiicrelerin daha sonra yapilan c¢alismalara gore degisken yapisindan
dolay1 plazmatosit ve graniilosit olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sunulan ¢alismada elde edilen verilere gore G. mellonella’da belirlenen hiicre
tipleri, daha once yapilan lepidopter tiirlerine ve G. mellonella ile ilgili ¢alismalara
benzerlik gostermektedir. Fakat hemosit tiplerinin belirlenmesi ile ilgili elektron
mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu gibi daha ayrintili inceleme yapilabilecek
mikroskoplarla yapilacak ¢aligsmalara ihtiyag¢ vardir.

Boceklerde hemosit sayilart ve tipleri boceklerin tilirline ve gelisme evrelerine
gore farkliliklar gostermektedir (Riberio ve Brehelin 2006, Giglio vd. 2008). Bunun
yaninda daha Once yapilan c¢aligmalarda THS sayilarinin  ekzojen kaynakl
ksenobiyotiklerden (pestisitler, agir metaller ve bakteriyal infeksiyonlar) ve fiziksel
stresten (ugma, kogsma vb.) etkilenerek degisebildikleri gosterilmistir (Dubovskiy 2008,
Ittrop vd. 2009, Adamo 2010, Mello vd. 2011).

Sunulan ¢aligmada G. mellonella’nin toplam hemosit sayis1 (THS) deltametrinden
onemli dlgiide etkilenmistir. Ik 72 saatlik periyotta yiiksek konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore Onemli Olgiide azalma egilimi gostermistir.  Mello vd. (2011),
Lihopenaeus vannameide ‘de permethrin etken maddeli Talcord ve pyrazosulfuron-ethyl
etken maddeli Sirius’un etkilerini inceledikleri g¢alismalarinda Talcord’un THS’nmi
onemli 6l¢iide etkilemedigi, Siriusun ise THS n1 6nemli 6l¢giide azalttig1 gosterilmigtir.
Halawa vd. (2007) bazi insektisitlerin ¢6l ¢ekirgesi Schistocera gregaria’da THS
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Chlorozan THS n1 kontrole gore %50 oraninda,
deltametrinin %18.3 oraninda ve spinosad’in %8.3 oraninda azalttigi gosterilmistir.
Benzer sonuglar George ve Ambrose (2004), Pandey vd. (2012), Sendi ve Salehi (2010)
tarafindan da gosterilmistir. Arastirmacilar bu azalmanin insektisitin dogrudan toksik
etkisinden, endokrin bezlerin inhibisyonundan veya nodiil olusumu ve enkapsulasyon

olaylarindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Sharma vd. 2003, Sabri ve Tariq
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2004, Pandey vd. 2007). G. mellonella’nin toplam hemosit sayisindaki bu azalmalarin
yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr immun sistemindeki degisikliklerden
kaynaklanmis oldugu diisiiniilmektedir. Bunun yaninda Al-Hariri ve Anjum (2001) ¢6l
cekirgesi Schistocera gregaria’da THS’nin deltamethrin ve lambdacyalothrin’nin
uygulamasinin ardindan arttigini, benzer sekilde atrazine ve hexachlorobenzen Lymnaea
palustris’te (Russo ve Lagadic 2000), Hexaflumuron Spodeoptera litura’da (Zhu vd.
2012 ) ve monocrotophos, dimethoate, methylparathion ve quinalphos uygulamasindan
sonra Rhynocoris kumarii’de (George ve Ambrose 2004) toplam hemosit sayilarinin
arttig1 gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglar ¢alismamizdaki 96. saatin sonunda yiiksek
deltametrin konsantrasyonlarinda elde edilen verilerle paralellik gostermektedir.
Toplam hemosit miktari, denenen konsantrasyonlarin kendi i¢erisinde de zamana baglh
olarak artis gOstermistir. Toplam hemosit sayisindaki bu artiglar artan pestisit
konsantrasyonuna ve birikimine bagli olarak hemosit detoksifikasyonuna karst savunma
reaksiyonu seklinde yorumlanabilir (George, 1996).

Calisgmamizda deltametrinin ¢ozdiirtildiigi DMSO yaglar, karbohidratlar, boyalar,
recineler ve polimerlerin ¢oziiciisii olarak kullanilmasinin yaninda bircok pestisid
formiilasyonuna ¢oziici amagli inert madde olarak da katilmaktadir (EPA 2006).
Biyolojik sistemlerde OH ve hidroperoksil radikali (HOO.) olusturarak protein
oksidasyonuna ve lipid peroksidasyonuna yol acan oksidan maddelere karst DMSO,
antioksidan Ozellik gosteren bir bilesiktir. Bunun yaninda, igerdigi siilfidril grubu
nedeniyle protein tiyollerin  oksidasyonu yoluyla prooksidan ozellik de
gosterebilmektedir (Sanmartin-Suarez vd. 2011). Sunulan ¢alismada DMSO yalnizca
24. saatte THS’n1 kontrole gore azaltirken, zamana bagli olarak THS’n1 72 ve 96.
saatlerde artirmistir. Gilot vd. (2002) sigcan ve fare hepatosit kiiltiiriinde DMSO’ nun
glutatyon-S-transferaz enzim (GST) ekspresyonunu artirarak apoptozu inhibe ettigini
belirtmistir. Bu nedenle bu artma ve azalmalarin DMSO’nun antioksidan ve ayni
zamanda prooksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Pestisitler canli organizmalarda az ya da ¢ok toksik etkiye sahip kimyasallardir.
Bu kimyasallarin yiiksek dozlarda kullanimi kromozom anormalliklerine, DNA
hasarlarina, kromozomlarda kirilmalara, mutasyonlara ve mikroniikleus olusumuna

neden olmaktadir (Tosun vd. 2001).
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Mikroniikleus (MN) hiicrelerde mitoz boliinmeler sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, kromozom hasarlarindan kaynaklanan yapilardir. MN
sayisindaki artis ¢esitli ekzojen kaynakli toksik, mutajenik ve karsinojenik maddelerin
indirekt gostergesi olmasi bakimindan 6nemlidir ( Rencuzogullari ve Topaktas 2000,
Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Calismalar farkli tiirdeki kimyasallarin canlilarda
mikroniikleus olusumunu indiikledigini gostermektedir (Rencuzogullari ve Topaktas
2000, Pinto-Silva vd 2003, Celik vd. 2005, Ugkan ve Sak 2010).

Cypermetrin uygulanan P. turionellae’da doza bagli olarak mikroniikleuslu hiicre
sayisinin arttigi gosterilmistir (Ugkan ve Sak 2010). Benzer sekilde Li vd. (2011)
acetamiprid ve chlorpyrifosun DNA hasarlar {izerine etkilerini inceledikleri ¢alismada
bu iki pestisitin Pardosa asterigera’da mikroniikleus olusumunu artirdigini
sOylemiglerdir. Elde edilen veriler daha once yapilan calismalarla paralellik
gostermektedir, ¢alismamizda o6zellikle yiiksek konsatrasyonlarda (100 ve 150 pg)
mikroniikleuslu hiicre sayilar1 deltametrine maruz kalma siiresine bagl olarak 6nemli
oOlglide artis gostermistir. Sunulan ¢alismada deltametrinin G. mellonella hemositlerinde
mikroniikleus olusumunu Onemli Olg¢iide arttirmasi deltametrinin G. mellonella’da
genotoksik etkisini agik¢a gdstermektedir.

Coziici kontrol olan DMSO 24 ve 72. saatlerde bocek hemositlerindeki
mikroniikleus sayisini artirmistir. Bu artislarin DMSO’nun prooksidant 6zelliginden
kaynaklandig1r diigiiniilmektedir. DMSO iceren grupta zamana bagli olarak
mikroniikleus sayisinda onemli bir degisiklik gozlenmemesi DMSO ya maruz kalma
siiresinin mikroniikleus olusumunda herhangi bir etkisinin olmadigin1 gdstermesi
bakimindan ilgi ¢ekicidir.

Calisgmamizda elde edilen bugular dogrultusunda zararlilarla miicadelede yaygin
olarak kullanilan deltametrinin G. mellonella’nin toplam hemosit sayisini ve
mikroniikleus olusumunu etkiledigi goriilmektedir. Toplam hemosit sayisindaki artiglar
ve mikroniikleus olusumunun artmasi bdcegin immiin sisteminin deltametrinden
etkilendigini ve genotoksik olarak bu kimyasaldan zarar gordiigiiniin gostergesidir.

Hedef zararliya yonelik olmasi1 gereken bu tiir insektisitlerin yaygin ve bilingsiz
kullanim1 hedef dis1 birgok bocek (parazitoid ve predatorler), balik ve hatta insanlarda
bu tiir olumsuz etkileri ortaya ¢ikarmasi muhtemeldir. Ancak bu konuda yapilacak daha

ayrintili caligmalara ihtiya¢ vardir.
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Ayrica ¢esitli fizyolojik, biyokimyasal ve immiinolojik calismalarda yaygin olarak
kullanilan biiyiik mum giivesi G. mellonella’nin genotoksik ¢alismalar i¢inde uygun

oldugu goriilmiistiir.
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