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Calismada denenen farkli emamektin benzoat konsantrasyonlarinin (0.001ug,
0.002pg, 0.003pg, 0.004ug ve 0.005ug) Galleria mellonella’ nin antioksidan enzim
aktiviteleri, lipid peroksidasyon ve toplam protein, lipid ve karbohidrat miktarlarina
olan etkileri 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda arastirilmigtir.

Emamektin benzoat G. mellonella’ da antioksidan enzim aktivitelerinde 6nemli
degisikliklere neden olmustur. Ozellikle en yiiksek insektisit konsatrasyonu (0.005ug)
stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin denenen tiim periyotlarda 6nemli Ol¢iide
artmasina neden olmustur. Katalaz aktivitesi 24 saatlik periyotta emamektin benzoattan
onemli Olclide etkilenmemistir. Daha sonraki periyotlarda ise 0.001pg, 0.002pg,
0.003pg, 0.004ug dozlarda biiyiik 6lgiide azalma egilimi gostermistir. Malondialdehid
miktar1 doza ve uygulama siliresine bagli olarak kontrol grubuna goére onemli Olcilide
artmistir.  Protein miktarlart emamektin benzoattan 6nemli Ol¢iide etkilenmezken
karbohidrat ve lipid miktarlar 6zellikle 48. saatten sonra konsatrasyon artigina paralel
olarak dnemli diisiisler gdstermistir.

Sonu¢ olarak emamektin benzoat G. mellonella’ nin antioksidan enzim
aktivitelerinde ve enerji metabolizmasinda 6nemli degisilkiklere yok agmus, lipid
peroksidasyonuna neden olarak oksidatif hasarlara neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Emamektin benzoat, Galleria mellonella, Antioksidan enzimler,
Lipid peroksidasyon, protein, lipid, karbohidrat
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In the present study, effects of different concentrations of emamectin benzoate
(0.001pg, 0.002ung, 0.003png, 0.004png ve 0.005ug) on antioxidant enzyme activiteis,
lipid peroxidation and total protein, lipid and carbohydrate levels of Galleria
mellonella were investigated at 24, 48, 72, and 96 hours periods.

Emamectin benzoate has led to significant changes on antioxidant enzyme
activities. Especially highest concentration of insecticide concentration (0.005 pg)
caused an increase of superoxide dismutase enzyme activity at all periods. Catalase
activity was not affected by emamectin benzoate at 24h, but in the following period it
was showed substantially reduced tendency at doses of 0.001pg, 0.002pg, 0.003ng,
0.004pg. Malondialdehyde levels were significantly increased depend on the dose and
exposure time. Protein amount was not significantly affected by emamectin benzoate,
but lipid and carbohydrate leves were significantly decreased with parallel to
concentration of emamectin benzoate after the 48hrs.

In conclusion, emamectin benzoate caused oxidative damage in G. mellonella by
led to lipid peroxidation and change on antioxidant enzyme activity and energy
metabolism.

Key Words: Emamectin benzoate, Galleria mellonella, Antioxidan enyzmes, Lipid
peroxidation, protein, lipid, carbohydrate
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1. GIRIS

Tiim diinyada azalan tarim alanlarina paralel olarak hali hazirda kullanimda olan
tarim alanlarindan maksimum verim elde etmek, bu firiinleri depolama sirasinda
zararlilardan korumak i¢in genel bir isimle pestisitlerin kullanilmasi son derece
yaygindir.

Zararlilarla miicadelede istenmeyen organizmalart yok etmek i¢in kullanilan
pestisitlerin ekosistem ve canlilar i¢in ¢ok 6nemli olumsuz etkileri vardir. Pestisitler
toprakta, akuatik ortamlarda ve atmosferde birikmeleri nedeniyle ¢evre kirliligine neden
olmakta, insanlarinda dahil oldugu tiim canlilarda zehirlenmelere, sinir sistemi
hasarlarina, hiicresel faaliyetlerde ve hiicre membran yapisinda bozulmalara neden
olmaktadir.

Pestisit kullanimiyla ilgili gegmisten bu yana bilinen en 6nemli sorun asir1 ve
bilingsiz kullanim sonucu =zararli olmayan tiirlerin yok olmasi ve zararli
populasyonlarinda bagisiklik gelismesidir (Cakir ve Yamanel 2005). Bu sayede asil
amact zararli popililasyonunu azaltmak veya Oldiirmek olan pestisitlerin kullanimi
zararlilarla miicadelede negatif bir etki yaparak sorunun daha da biliylimesine neden
olabilmektedir. O nedenle pestisit kullanimi ile ilgili bilinmesi gereken en Onemli
noktalardan biri de dogru zamanda, dogru miktarda ve dogru pestisitin kullanilmasi
olmalidir.

Diren¢ gelisimi ve hedef olmayan organizmalarin yok olmasmin yani sira
pestisitlerin  subletal etkileri hedef dis1 organizmalarda enzim aktivitelerinde
degisiklikler, lireme anormallikleri, beslenme, algilama, metabolizmayr degistirme,
parazitleme ve parazit ¢ikisinda anormallikler gibi sonuglarla da kendini
gosterebilmektedir (Haynes 1988).

Pestisitler fiziksel goriiniiglerine, yapisint olusturan aktif bilesenine, toksisite
derecesine, kullanilma bigimine ve zamanina gore siniflandilabilir. Fakat en c¢ok
kullanilan smiflandirma etki ettigi canli grubuna gore yapilan siiflandirmadir (Gtiler ve
Cobanoglu 1997). Bu smiflandirmaya gore bocekler iizerine etkili olan pestisitler
insektisit, akarlar iizerine etkili olanlar akarisit, yumusakgalar iizerine etkili olanlar
mollusit, mantarlar iizerine etkili olanlar fungusit, zararli otlarin ortadan kaldirilmasi

icin kullanilanlar ise herbisit gibi isimler alir.



Bocekler tiir ve sayr bakimmdan diinyada en fazla dagilim gdsteren canli
grubudur (Baillie vd. 2004). Bu nedenle insektisitler zararli boceklerle miicadele
kullanilan en yaygin pestisit grubunu olusturur ve temelde organoklorlular, pyretroidler,
karbamat grubu insektisitler ve organofosfor grubu insektisitler olarak siniflandirilirlar
(Ishaaya 2000).

Calismalar insektisitlerin neden oldugu toksisitenin gosterilmesinde oksidatif
stres olusumunun dnemli bir belirte¢ oldugunu gostermektedir. insektisitler ya kendileri
serbest radikal olusturarak ya da antioksidanlarin veya reaktif oksijen tiirlerini
temizleyen enzimlerin yapisinda degisikliklere sebep olarak oksidatif strese neden
olabilmektedir (Milatovic vd. 2006, Dettbarn vd. 2006, Kayis vd. 2015).

Biyolojik sistemler biitiinliyle hemostatik denge iizerine kurulmustur. Bu
sistemde serbest radikallerin olusmasi ve bunlarin ortadan kaldirilmasi diizenli bir
sekilde gergeklesir ki bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Bu denge korundugu
siirece canli serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmus olur. Serbest radikal
olusumunu artiran veya bunlarin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan antioksidan
savunma sistemini bozan maddeler oksidatif strese neden olur (Hermes-Lima ve
Zenteno-Savin 2002, Serafini ve Del Rio 2004).

1.1. Oksidatif Stres

Serbest radikaller organizmalarda metabolizma sirasinda siirekli olarak
olusturulan, organizmanin ksenobiyotiklere maruziyeti sonucu detoksifikasyon
reaksiyonlarinda olusumu artan ve diizenli olarak ortadan kaldirilan molekiillerdir. Bu
radikallerin olusumu ile ortadan kaldirilmas1 arasindaki uyum oksidatif dengeyi saglar.
Oksidatif denge korundugu miiddetce organizma serbest radikallerden etkilenmez.
Fakat serbest radikal olusumunun artmasi ve/veya antioksidan savunma
mekanizmasinin yetersiz kalmasi oksidatif dengeyi serbest radikaller lehine bozarak
oksidatif stresin ortaya ¢ikmasina yol acar (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2002,
Serafini ve Del Rio 2004).



1.1.1. Serbest radikaller

Serbest radikaller ortaklanmamis bir veya daha fazla elektrondan dolay1 kararsiz
molekiillerdir (Mercan 2004). Serbest radikallerin kaynaklarinin basinda fagositler,
kanser ilaglari, radyasyon, alkol ve uyusturucu kullanimi, pestisitler ve stres Ornek
olarak verilebilir (Mohammad vd. 2004, Oruc Ozcan vd. 2004).

Hiicre igerisinde oksidasyon rediiksiyon tepkimeleri, enzimatik reaksiyonlar,
elektron transport zinciri, lipid peroksidasyonu, iskemi, travma ve zehirlenmeler serbest
radikal olusumunda 6nemli rol oynamaktadir (Cheeseman ve Slater 1993, Akkus 1995,
Ozkan ve Figkin 2004).

Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikal kaynagi oksijendir. Oksijenden
olusan siiperoksit(O’), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil (OH) ve peroksil gibi

radikallerinin biyolojik sistemler tizerine 6nemli etkileri vardir (Mates 2000).

1.1.2. Serbest radikallerin yol a¢tig1 hasarlar

Serbest radikallerin etkileri hedef hiicre tipine, maruz kalma siiresine ve
siddetine bagh olarak degismekle birlikte, serbest radikallerden oncelikle etkilenen yap1
genelde membran lipidleridir, bunun yaninda proteinler, karbonhidratlar ve DNA da

serbest radikallerden 6nemli dlgiide zarar goriirler (Nordberg ve Arner 2001).

1.1.2.1. Serbest radikallerin lipitler iizerine etkileri

Serbest radikallerin eslesmemis elektronlar hiicre membranindaki kolesterol ve
doymamis yag asiti baglari ile reaksiyonu sonucu peroksidasyona neden olurlar
(Halliwell ve Gutteridge 1999). Sonugta hiicre membraninin akiskanligi bozulur ve
permeabilite degisiklikleri meydana gelir (Kavas 1989).

Membran lipidlerinin peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit (MDA)
ise hiicre membranlarinda iyon gegislerine etki ederek membranda capraz baglarin
olusumuna yol acarak iyon ge¢irgenliinin ve enzim aktivitelerinin degismesine neden

olur (Moslen 1994).



1.1.2.2. Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Serbest radikaller proteinlerin agregasyonuna, capraz bag olusumuna ve
aminoasitlerin modifikasyonuna yol agarak zarar verirler (Erenel vd. 1992). Proteinleri
olusturan aminoasitlerin dizilimi serbest radikallerin hasarinin ortaya ¢ikmasinda son
derece onemlidir. Doymamis bag ve siilfiir i¢eren fenil alanin, histidin, metionin ve
sistein gibi aminoasitleri igeren protein molekiillerinin serbest radikallerle ilgisi daha
fazla oldugundan serbest radikallerden daha fazla etkilenirler (Nordberg ve Arner 2001,
Netto vd. 2002).

Serbest radikallerin  proteinler {izerine etkileri sonucu enzimlerin
fonksyonlarinda bozulmalar, membran transport fonksyonlarinda aksamalar ve

kasilmayla ilgili fonksyonlarda bozulmalar meydana gelebilir (Shacter 2000).

1.1.2.3. Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri

Serbest radikaller monosakkaritlerin otooksidasyonuna neden olarak H,0,,
peroksit ve okzoaldehid tiirii son iiriinlerin olusumuna neden olurlar. Okzoaldehidler,
deoksiriboniikleik asit, riboniikleik asit ve proteinlere baglanarak ve capraz bag

olusumunu indiikleyerek antimitotik etki gosterirler (Thornaley ve Vasak 1985).

1.1.2.4. Serbest radikallerin DNA iizerine etkileri

Iyonize edici radyasyon sonucu olusan serbest radikaller DNA’da mutasyona
neden olarak etki gosterirler (Halliwell 1994, Marnett 2000). DNA’da olusan hasarlar,
DNA-protein arasinda capraz bag olusumu, purinlerin otooksidasyonu gibi bazi
durumlarin 6zellikle hidroksil radikalinin etkisiyle gerceklestigi bilinmektedir (Mates
vd. 1999, Gimriik¢iioglu 2017). Organizmaya giren yabanci maddelerin nétrofilleri
aktive etmesi sonucu olusturulan H;O,, hiicre membranlarindan gecebildigi icin
niikleusta hasarlara neden olabilmektedir (Lunec ve Blake 1990, Ames vd. 1993,
Cheeseman ve Slater 1993, Halliwell 1994). Hidroksil radikalleri DNA iizerinde

mutasyona neden olur. Giiglii bir oksitleyici ajan olan siiperoksit radikali guanin gibi



yiiksek elektron yogunluklu molekiillerle kolaylikla tepkimeye girerler (Halliwell ve
Gutteridge 1984).

1.2. Antioksidan Savunma Sistemleri

Antioksidan savunma sistemleri enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak baglica iki gruba ayrilir. Birincil antioksidan savunma enzimleri arasinda
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon proksidaz (GSH-Px) 6nemli yer
tutarlar. Bunlardan bagka antioksidan sistem i¢inde yer alan glutatyon rediiktaz (GSH-
Rd) ve glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimleride ikincil antioksidan enzimler
olarak enzimatik antioksidan savunma sistemi igerisinde yer alirlar. Enzimatik olmayan
antioksidan savunma mekanizmasi ise baslica glutatyon (GSH), vitamin A, Vitamin C,
vitamin E, melatonin, alblimin, bilirubin ve irik asit gibi maddelerden olusmaktadir
(Halliwell ve Gutteridge 1999, Aydn vd. 2001).

Antioksidanlar etkilerini baslica iki sekilde gosterirler (Hermes-Lima vd. 2001).
1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi
a- Oksidatif hasarin olugsmasina neden olacak reaktif maddeleri uzaklastirarak
b- Ortamdaki oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
c- Metal iyonlarini uzaklastirarak
2- Olusan serbest radikallerin ortamdan kaldirilmasi
a- Reaktif oksijen tiirevlerini reaktivitesi diisiik baska molekiillere cevirerek
etki gosterirler (enzimler).
b- Reaktif oksijen tiirevlerine pozitif yiik ekleyerek aktivite kaybma neden
olurlar (flavinoidler, vitaminler).
C- Olusan hasarlar1 onarirlar
d- Oksidatif hasar1 baslatacak olan reaktif oksijen tiirlerini ve bunlarin ara
rtinlerini  baglayarak reaksiyon zincirini bozarak etki gosterirler (hemoglobin,

seroplazmin, mineraller, vitaminler).



1.2.1. Enzimatik antioksidanlar

1.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) (EC.1.15.1.1)

Stiperoksit radikallerinin H,O; ve molekiiler oksijene doniisiimiinii katalizleyen
ve lipit peroksidasyonunu engelleyen, aktif merkezinde metal iyonu bulunduran bir
enzimdir (McCord ve Fridovich 1969, Murray vd. 1993).

Siiperoksit dismutaz enzimi ile siiperoksit radikallerinin reaksiyonu sonucu
olusan H,0; hiicre membranlarindan gegebildigi i¢in son derece tehlikelidir. Hidrojen
peroksit, gecis metallerinin varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile son
derece reaktif olan hidroksil radikallerine dontismektedir (Rigo vd. 1977, Deaton ve
Marlin 2003).

Stiperoksit dismutaz enzimi, tasidigi gecis metallerine gore, Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD ve Fe-SOD olmak iizere ii¢ sinifa ayrilir (Halliwell ve Gutteridge 1999, Fridovich
2001).

1.2.1.2. Katalaz (CAT) (EC: 1.11.1.6)

Katalaz enzimi aktif merkezinde dort tane ferrihem grubu bulunduran bir
hemoproteindir (Halliwell ve Gutteridge 1999, Nordberg ve Arner 2001).

SOD ve siiperoksit radikallerinin reaksiyonu sonucu olusan H,O; bir radikal
olmamasina karsin, Cu ve Fe iyonlarinin varliginda Fenton reaksiyonu ile H,O, den
hidroksil radikalininin olusumunu katalizledigi i¢in 6nemlidir (Cheung vd. 2001). CAT
etkisini katalitik reaksiyonla ve peroksidik reaksiyonla gosterir.

1- H,0; in pargalanmasi (katalitik reaksiyon)

Katalaz enzimi H,O;’nin su ve molekiiler oksijene ayrismasini katalizleyerek
biyolojik sistemleri H,O2’nin zararlarina karsi korurlar (Aebi 1984, Halliwell ve
Gutteridge 1999, Nordberg ve Arner 2001)

2- Alifatik alkollerin peroksidasyonu (peroksidik reaksiyon)

Ayrica H,O; bulunan ortamda peroksidaz etkisi ile metanol ve etanol gibi
alkolleri, formaldehid ve asetaldehide doniistiiriirler (Aydin vd. 2001).



1.2.1.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (EC: 1.11.1.9)

Mitokondri, sitozol ve hiicre membranlarinda bol miktarda bulunan Glutatyon
peroksidazlar, glutatyonu substrat olarak kullanir ve H,O, ve organik hiperoksitlerin
temizlenerek ortadan kaldirilmasinda rol oynar (Deaton ve Marlin 2003).

Enzimin iki ana formu bulunur. Birincisi aktif bolgesinde selenyum bulunduran
selenyuma bagimli GSH-Px dir. Bunlar, organik hidroperoksitler ve H,O,’ ye karsi
aktiftir. Digeri ise, selenyuma bagimli olmayan ve H;O;‘ye karsi 6nemli bir etkisi
olmayip, daha ¢ok organik hidroperoksitlerere karsi etkili olan glutatyon peroksidazdir

(Halliwell ve Gutteridge 1999, Cnubben vd. 2001).

1.2.1.4. Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) (EC: 1.8.1.7)

Hidrojen peroksitin detoksifiye edilmesi sirasinda okside formuna doniisen
glutatyonun tekrar kullanilabilmesi i¢in NADPH bulunan ortamda glutatyon disiilfiti
tekrar rediikte glutatyona (GSH) doniistiiren enzimdir (Hermes-Lima vd. 2001).

1.2.1.5. Glutatyon-s-transferaz (GST) (EC: 2.5.1.18)

Glutatyon S transferazlar ozellikle lipid hidroperoksitlere karsi1 glutatyon
peroksidaz aktivitesi gostererek ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli rol

oynarlar (Storey 1996).
1.2.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
1.2.2.1. Glutatyon (GSH)
Glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden meydana gelen bir tripeptid
olan glutatyon Onemli bir antioksidandir (Halliwell ve Guttreidge 1999). Sitozol,

mitokondri ve niikleusta bol miktarda bulunur. (Dickinson ve Forman 2002, Mytilineou
vd. 2002).



Glutatyon hidroksil ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerinin ortadan
kaldirilmasinda rol oynamasinin yaninda, diger serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korurlar (Murray vd. 1993).

Bazi zehirli ksenobiyotiklerin GSH ile konjugasyonu sonucu olugsan merkaptiirik
asit ve N-asetil sistein tiirevleri idrarla disar1 atilarak hiicrede proteinler, DNA ve RNA
ksenobiyotiklerin zararli etkilerinden korunmus olur (Halliwell ve Gutteridge 1999,
Mytilineou vd. 2002).

1.2.2.2. Vitaminler

Vitamin e (a tokoferol), yagda ¢Oziinebilme yeteneginde olan onemli bir
antioksidan olup, yan zincirlerinin doymuslugu ve metillenmesi bakimindan a, B, v, o-
tokoferol ile a, B, v, 6-tokotrienol olarak adlandirilan vitamin ailesinin genel adidir. Bu
bilesikler arasinda dogal dagilim olarak ve biyolojik aktivitesi en yliksek olan a-
tokoferoldiir. (Halliwell ve Gutteridge 1999, Packer vd. 2001).

En 6nemli fonksyonu membran fosfolipidlerinin peroksidasyonunu engellemesi
dolayisiyla hiicre membranini korumasidir. Lipofilik 6zelliginden dolay1 kolayca hiicre
membranindan giren o-Tokoferoliin OH grubundaki H atomu serbest radikallere
reaksiyona girer ve radikalin membran proteinleri ile reaksiyonunu dolayisiyla lipid
peroksidasyonunu engeller. Bu sekilde zincir kirict bir antioksidan olarak etki
gosterirler.

o-Tokoferol, siiperoksit, hidroksil, singlet oksijen, lipid peroksil radikalleri ve
diger bazi serbest radikallerin ortadan kaldirilmasinda rol oynar (Chow 1991, Blokhina
vd. 2003).

GSH-Px ve a-tokoferol birbirleriyle komplementer bir antioksidan etki
gosterirler. a-Tokoferol peroksitlerin olusumunu engellerken, GSH-Px olusmus olan
peroksitleri ortadan kaldirir (Aydin vd. 2001).

Vitamin C (askorbik asit), suda ¢oziinebilen ve sebze ve meyvelerde bol
miktarda bulunan bir antioksidandir (Baskin ve Salem 1997). Ozellikle detoksifikasyon
metabolizmasinda olusan serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirevlerinin ortadan
kaldirilmasinda 6nemli rol oynar. Askorbik asit molekiiler oksijeni, nitrati, sitokrom a

ve sitokrom ¢’ yi indirger ve semihidroaskorbat ara {iriinii araciligiyla dehidroaskorbik



aside okside olur. Askorbat, siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolaylikla reaksiyona
girerek bu radikallerin temizlenmesinde gorev yapar ve olusan dehidroaskorbik asit
vitamin ¢ kaynagi olarak kullanilir (Murray vd. 1993).

Vitamin A’nin 6n maddesi olan B-karotenin antioksidan etkisi singlet oksijeni
tutmasi, serbest radikalleri temizlemesi ve membran lipidlerini oksidatif hasarlara kars1
korumasindan ileri gelir. Ayrica hidroksil, peroksil ve alkoksil radikalleri ile de
reaksiyona girer ve lipit peroksidasyonunda peroksidasyon zincirini engellemede gorev
alir. B-Karoten diisiik oksijen seviyelerinde etkili oldugundan daha yliksek oksijen
seviyelerinde etkili olan vitamin E nin antioksidan etkisi ile sinerjistik etki gosterir

(Murray vd. 1993, Akkus 1995).

1.2.2.3. Melatonin

Melatonin bir pineal bez hormonu olarak bilinmekle beraber, kuvvetli serbest
radikal siipiiriicii 6zelligi ile antioksidan 6zellikleri bulunmaktadir. Kan beyin bariyerini
gecebilen melatonin antioksidan 6zelligini dogrudan; hidroksil ve peroksil radikallerini
ortamdan siipiirerek gosterirken, dolayli olarak glutatyon peroksidazlari aktive eder,
SOD enziminin aktivitesini artirir ve oksidatif stres altinda CAT enzim aktivitesindeki
azalmayir onler (Tan vd. 2002, Reiter vd. 2007, 2009), prooksidan enzimlerin
aktivasyonunu engelleyerek nitrik oksit sentaz (NOS) gibi enzimleri inhibe edebilir
(Guerro vd. 1997). Bunun yaninda kanser hiicrelerinde apoptozu baslattigi/uyardigi bu
sayede hasta veya hasarli hiicreleri programli bir sekilde ortadan kaldirarak organizmay1

korudugu da bildirilmistir (Toubi ve Shoenfeld 2007).

1.2.2.4. Bilirubin

Biliriibin  eritrositlerin  yitkimimi  esnasinda hemoglobin  molekiillerinin
parcalanmasi ile ortaya ¢ikan son {riin olup Onemli bir antioksidandir. Peroksil
radikallerini etkileyerek lipid peroksidasyonu iizerine zincir kirict bir etki gosterir

(Gutteridge 1995).



1.2.2.5. Albumin

Alblimin tasidig1 siilthidril gruplart nedeniyle zincir kirici antioksidan etki
gosterir. Bakir ve demiri baglayarak Haber-Weiss reaksiyonu sonucu olusan radikallerin

etkisiz hale getirilmesinde rol oynar (Halliwell ve Gutteridge 1990, Roche vd. 2008).

1.2.2.6. Urik asit

Viicut metabolizmasmin artik iirlinii olan iirik asit, hidrofilik ozellikte olup
oksijen radikallerini ve gecis metallerini temizleyen dnemli bir antioksidandir (Cereser
vd. 2001). Igerisinde e vitamini, askorbik asit, beta karoten ve bazi antioksidan
enzimleri bulundurdugu ic¢in viicut sivilarinin antioksidan kapasitesinin yarisindan

fazlasin1 barindirir (Watanabe vd. 2002, Glantzounis vd. 2005, Parmar 2009).

1.3. Galleria mellonella (L.) 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)

Biyiilk balmumu giivesi olarak bilinen Galleria mellonella (L.) Lepidoptera
ordosuna ait zararli bir tiirdiir. Larvalart petekler ile beslendiginden aricilik sektoriinde
tirlin kayiplarina neden olurlar (Ritter vd. 1992).

Glinlimiizde bir¢ok arastirmaci bodceklerin de model organizma olarak
kullanilabilecegini belirtmektedir (Kavanagh ve Fallon 2010, Junqueira 2012, Kayis vd.
2015). G. mellonella laboratuvarlarda kolayca firetilebilmesi, kisa hayat dongiisiine
sahip olmasi, cesitli yapay besinler {izerinde iyi gelisebilmesi, hiicre yapisi, metabolik
faaliyetler ve bagisiklik sistemlerinin memelilerinkine benzerlik gostermesi, sahip
olduklar1 hemolenf sivisinda memelilerin fagositlerine benzer sekilde islev goren
hemositleri icermesi, insanlardaki patojenlere yatkin olmasi gibi 6zelliklerinden dolay1
cesitli calismalarda kullanilan 6nemli bir model organizmadir (Banville vd. 2012, Emre
vd. 2013, Kurt ve Kayis 2015, Kayis vd. 2015).
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1.4. Emamektin Benzoat

Giliniimilizde asir1 ve bilingsiz insektisit kullanimindaki atis nedeniyle ¢evreye
daha dost insektisitlerin gelistirilmesi zorunlulugu meydana gelmistir. Avermektinler on
alt1 iyeli makrosiklik lakton ailesine ait, toprak mikroorganizmasi Streptomyces
avermitilis MA-4680 (NRRL 8165) tarafindan firetilen, insan ve hayvan sagligi igin
daha giivenli yeni nesil bir biyoinsektisit grubudur (Venkateswari vd. 2008).

Emamektin benzoat (EMB), yar1 sentetik abamektin (Avermektin B1) tiirevi
olup oOzellikle zararli lepidopter tiirleriyle miicadele amagl gelistirilmis yeni nesil bir
insektisittir (Loriatti vd. 2009). Uygulanmasini takiben zararlilarin dnce beslenmesini
durdurmakta, sonra hareketsiz birakmakta ve en son Oliimlerine neden olmaktadir
(Abdel-Hafez ve Osman 2013). Etkisini baslica nérotransmiter, y aminobutirik asit
(GABA), salimimini uyararak gosterir. GABA reseptorlerinin agir1 uyarilmasit sinir
hiicrelerinde klor iyon gecirgenligini artirir, sonugta norotransmiter akist bozulur ve
asir1 uyartlmalara, geri doniisiimsiiz paralizlere yol agarak bocekleri 6ldiirmektedir (Yen
ve Lin 2004).

Uygulandiktan sonra bitkiler iizerinde hizli bir sekilde yikima ugradigi (Lopez
vd. 2011), bu nedenle yararli organizmalarin minimum diizeyde EMB’ a maruz kaldig1
belirtilmektedir (Ishaaya vd. 2002). Bunun yaninda sucul ekosistemlerdeki diizeylerinin
her gecen giin arttig1, balik ve istakoz dokularinda kalintilarina rastlandig bildirilmistir
(Tauber vd. 2006, Inoue vd. 2010, Xie vd. 2011).

Emamektin benzoatin Spodoptera litura (F) (Venketeswari vd. 2008, Firake ve
Pande 2009), Helicoverpa armigera (Hiiber) (Desmukh vd. 2010), Plutella xylostella
(L.) (Barrere-Urzua vd. 2006), Maruca vitrata (F.) (Chouraddi vd. 2009) gibi ¢esitli
lepidopter tiirleri lizerine etkileri laboratuvar ve ¢evre kosullarinda gosterilmistir. Bunun
yaninda oncelikli olarak lepidopter larvalariyla miicadele amacli olarak gelistirilmis
olmasma ragmen farkli bocek ordolarina, 6rnegin Phenacoccus solenopsis (Tinsley)
(Hemiptera; Pseudococcidae) (Dhawan vd. 2008), Bactrocera zonata (Saunders)
(Diptera: Tephritidae) (Badr EI-Sabah Amani ve Hoda 2009) etkili oldugu
bilinmektedir.

Yukarida bahsedildigi gibi EMB ile yapilan ¢alismalar cesitli Lepidopter tiirleri

ve bir ka¢ diger bocek ordosu ile daha ¢ok besin ve temas yoluyla uygulanmasi ile
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etkinliginin belirlenmesine yoneliktir. Buna karsin antioksidan enzim aktiviteleri ve
enerji metabolizmasi gibi onemli biyobelirtecler iizerine yapilan ¢aligmalar oldukca
sturhidir.

Verilen bilgiler 1s1¢1nda sunulan ¢alismanin amaci yeni nesil bir insektisit olan
EMB’nin model bir organizma olan G. mellonella’da antioksidan enzim aktiviteleri,
MDA diizeyleri ve protein, karbohidrat ve lipid diizeyleri gibi biyobelirtecleri iizerine

etkilerini ortaya ¢ikarmaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Nath (2000), organofosforlu insektisitlerin Bombyx mori’nin hemolenfinde ve
yag dokusunda toksik etki olusturdugunu ve bu stresin karbohidrat metabolizmasin
onemli 6l¢iide etkiledigini belirtmistir.

Shafeek vd. (2004), subletal dozdaki azadiraktinin hamam boceklerinde Sinir
sisteminde asetilkolin esteraz aktivitesini dnemli dlglide etkilemedigini belitrmistir.

Buyukguzel (2006), malathion uygulanmis G. mellonella‘da ve onun konukgusu
olan P. turionellae’de bazi parametreleri arastirmis ve yiikksek malathion
konsantrasyonunun G. mellonella’da pupa olusum oranini azalttigin1 ve MDA diizeyini
onemli Olgiide artirdigini gostermistir. Bunun yaninda G. mellonella’ nin parazitoidi
olan P. turionellae’de ise ergin birey ¢ikisinin 6nemli Ol¢iide azaldigimi ve lipid
peroksidasyonunun malathiona bagli olarak indiiklendigini rapor etmistir.

Sak vd. (2006), disi Pimpla turionellae’nin erkeklerden daha fazla
cypermetrinden etkilendigini total protein, total lipit ve total glikojen seviyelerinin
onemli dl¢iide azaldigin1 gostermistir.

Suhail vd. (2007). Coccinella septempunctata larvalarinda bazi insektisitlerin
hemosit profiline ve sayisina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, abamektinin (Sure
® 1.8 EC) toplam hemosit sayisini onemli 6l¢iide azalttigini, bunun yaninda abamektin
maruziyeti sonucu hemositlerden graniilosit ve sferiilositlerin miktarin1 artirdigini,
prohemosit ve plazmatositlerin sayisinda ise azalmalara neden oldugunu
gostermiglerdir.

Dubovskiy vd. (2008), bakteriyel enfeksiyona maruz birakilan G. mellonella’da,
SOD, GST ve MDA diizeylerinin énemli 6l¢iide artarken, CAT aktivitesinin 6nemli
Olciide degismedigini géstermislerdir.

Sak ve Ugkan (2009), G. mellonella’ da uygulanan cypermetin dozuna paralel
olarak larva gelisimin, pupa olusturma siiresinin ve yiizdesinin azaldigini, larval
oliimlerin arttigint gostermislerdir.

Al-Barty (2014), Yar sentetik bir biyoinsektisit olan metilamin avermektinin
Sitophilus oryzae 'de oksidatif stress biyomarkir1 olarak sectigi SOD enzim aktivitesine
olan etkilerini arastirdigi calismasinda insektisitin LC50 konsatrasyonunun 48 saatlik

periyotta SOD aktivitesini kontrole gore dnemli dlciide artirdigini gostermistir.
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Abd El-Aziz (2015), dordiincii evredeki Spodoptera littoralis larvalarinda
abamectinin LC50 konsatrasyonunun asetilkolin esteraz (AChE), glutatyon s-transferaz
(GST), a- ve B- esteraz ile karisik fonksyonlu oksidazlar (MFO) iizerine etkilerini
arastirmistir. Sonug¢ olarak GST ve a- esteraz enzimlerinin aktivitelerinin kontrol
grubuna gore azaldigini, [- esteraz enzim aktivitesinin dordiincii giinde artarak
maksimum diizeye ulastigini, karisik fonksyonlu oksidazlarin (MFO) aktivitesinde az
miktarda bir diisiis oldugunu belirtmis, bunun yaninda abamektinin asetilkolin esteraz
aktivitesi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadigini géstermistir.

Abd El-aziz ve Fahmy (2015), toprak bakterisi Streptomyces avermitilis’ in
dogal fermentasyon {irlinii olan abamektinin LC50 konsatrasyonunun Spodoptera
littoralis (Biosd.) hemolenfindeki sodyum, potasyum, Kklor ve fosfat iyon
konsatrasyonlarma etkilerini arastirmiglardir. Uygulamadan 3 giin sonra sodyum iyon
konsatrasyonu Onemli Olclide artarak maksimum seviyeye ulagmis, fosfat iyon
konsatrasyonu 7. giin disinda énemli Slgiide artmig, potasyum iyon konsantrasyonu
uygulama sonras1 birinci giinde azalirken, klor iyon konsatrasyonu kontrol grubuna gore
onemli bir degisiklik gdstermemistir. Na/K oraninin ise kontrol grubuna gore arttigini
belirtmislerdir. Buna ilaveten genel olarak abamektinin 3giin sonra maksimum etkisini
gosterdigini belirlemislerdir.

Hamza vd. (2015), Stiphilus oryzae L. (Coleoptera: Curcilonidae) de metilamin
avermektinin MDA diizeylerine etkisini arastirdifi ¢aligmasinda 0.3 ppm ve iizeri
insektisit konsatrasyonlarinda MDA miktarinin 6nemli dlglide arttigmni gostermistir.
Metilamin avermektinin bocekte lipid peroksidasyonuna yol agtigini ve antioksidan
kapasitesini 6nemli 6l¢iide etkiledigini sOylemistir.

El Sheikh ve Galal (2015), erkek albino ratlarda EMB’nin subkronik etkilerini
inceledikleri ¢aligmalarinda EMB’nin karaciger iizerine 6nemli etkileri oldugunu, ALT,
ALP ve MDA diizeylerinde 6nemli Ol¢lide artisa neden oldugunu ve SOD enzim
aktivitesini 6nemli 6l¢lide azalttigini belirtmiglerdir.

Yu vd. (2015), Franktinella occidentalis’ ikinci evre larvalarinda EMB’nin
enerji kaynaklar iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda ¢oziinebilen protein,
seker ve lipidlerin miktarlarin1 ve bunlarin kullanilabilirligini 6nemli 0Olgiide
etkiledigini, bu biyomarkirlardaki degisimlerin EMB’ye kars1 gelistirilen toloransla

iligkili olabilecegini belirtmislerdir.
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Kissoum ve Soltani, (2016), lipit sentez inhibitorii bir insektisit olan
sfiromesifenin Drosophila melanogaster’de laktat dehidrojenaz aktivitesi, karbohidrat
ve glikojen miktarlar1 iizerine etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda insektisitin olusturdugu
kimyasal strese bagli olarak laktat dehidrojenaz aktivitesinin 6nemli dl¢iide arttigini,
karbohidrat ve glikojen miktarlarinin ise 6nemli l¢lide azaldigini belirtmistir.

Wu vd. (2016), EMB’nin Spodoptera frugiperda nin Sf9 hiicrelerinde apoptoz
ve DNA hasarlarina etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda EMB’nin potansiyel
sitotoksik etkiye sahip oldugunu, apoptoz ve DNA hasarlarin1 indiikledigini ve ayni

konsatrasyondaki H,0,’den daha etkili oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. G. mellonella stok Kiiltiiriiniin olusturulmasi

Emamektin benzoat’in G. mellonella’ nin antioksidan enzim aktiviteleri ve
MDA diizeyleri ile total protein, total lipit ve total karbohidrat miktarina olan etkilerinin
arastinldig1 calismada kullanilan bdcekler %65+5 nem, 30+2°C sicaklik ve 24 saat
karanlik periyoda sahip laboratuvarda Bronskill (1961) tarafindan gdsterilen besin ile

yetistirilmistir.

3.1.2. Emamektin benzoat konsantrasyonlarimin belirlenmesi

Deneylere baglamadan o6nce farkli EMB konsantrasyonlar1 G. mellonella
larvarina uygulanmis ve 96 saatlik siire sonunda hayatta kalan ve dlen bdcek sayilari
kayit altina alinmistir. Veriler iizerinde SPSS 20.00 istatistik programi kullanilarak
probit analizi yapilmis ve LDsg degerleri hesaplanmustir. Istatistiksel analiz sonucunda
0.001, 0.002, 0.003, 0.004 ve 0.005 pg/ml EMB olacak sekilde subletal EMB

konsatrasyonlar belirlenmistir.

3.1.3. Boceklere insektisit uygulanmasi

Her serinin her tekrarinda son larval evredeki (250-300 mg) 4 larva alinarak 24,
48, 72 ve 96 saatlik gruplar olusturuldu. Son evredeki G. mellonella larvalarinin (250-
350 mg) son sol arka bacaktan Hamilton marka mikroenjektér yardimiyla 10 pL
insektisit enjekte edildi. Kontrol grubu i¢in ayn1 miktarda saf su enjekte edilen larvalar
kullanildi. Enjeksiyon yapilan larvalar aynm1 laboratuvar kosullarinda 24, 48, 72 ve 96
saat bekletildi ve belirlenen siireler sonunda larvalar tartilarak biyokimyasal analizler

yapilincaya kadar -80°C de saklandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Boceklerin homojenizasyonu

Protein, antioksidan enzim aktivitesi ve MDA diizeylerinin belirlenmesinde
kullanilmak iizere daha onceden tartilarak -80 °C de saklanan G. mellonella larvalari
plastik tiipler icerisine alindiktan sonra iizerlerine melanizasyonu engellemek i¢in birkag
fenilthioure kristali konuldu ve 1/10 oraninda 50mM fosfat tamponu (pH 7.4) igerisinde
24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenat 10000 devir/dk da 30 dakika +4 C°’
de santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatant protein miktari, SOD, CAT
aktivitesi ve MDA diizeylerinin belirlenmesinde kullanildi.

Karbohidrat ve lipid miktarlarinin belirlenmesi i¢in yas agirliklar: alinip -80 °C
de saklanan G. mellonella larvalar1 melaninlesmeyi Onlemek igin igerisine birkag
fenilthioure kristali bulunan deney tiiplerine alindi ve iizerlerine 2 ml sodyum stilfat
ilave edilerek homojenizator ile 24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenizasyon
isleminden sonra tiiplere 8 ml kKloroform/metanol (1/2) ¢6zeltisi eklendi ve +4 C°’ de,
10000 devir/dk da 10 dk santrifiij edildi. Elde edilen siipernatanttan her bir analiz i¢in
200 pl alinarak karbohidrat ve lipid analizlerinde kullanildi.

3.2.2. Toplam protein miktarimin tayini

Protein miktarinin belirlenmesinde Lowry vd. (1951) tarafindan gosterilen metot
kullanilmistir.  Metod  ortama  alkali  bakir  siilfat  eklenmesi  sonucu
Fosfomolibdik/fosfotungstik asit (Folin-Ciocalteau reaktifi) ile mavi renkli kompleks
olusmasina dayal1 olarak spektrofotomertik 6l¢iim ilkesine dayanmaktadir.

Y ontemde kullanilan ¢ozeltiler Kayis (2010) da aciklandigr gibi hazirlanmagtir.

Protein standartinin hazirlanmasinda, Bovin serum albiimin (BSA) ile
hazirlanan %1 lik stok ¢6zeltiden seri sulandirmalarla 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve
0.8 mg/ml albiimin igeren ¢ozeltiler hazirlandi. Bu standart ¢ozeltilerin absorbanslari
spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 750 nm de okunarak bir regresyon denklemi
elde edildi.
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Omneklerin okunmasindan elde edilen absorbanslar regresyon denkleminde
yerine konularak boceklerin toplam protein miktar1 elde edildi. Bu deger bocek

agirliklarina boliinerek mg/100mg protein miktar1 saptandi.

3.2.3. Toplam karbohidrat miktarinin tayini

Karbohidrat miktarinin tayininde Van Handel (1985a) in gelistirmis oldugu
yontem kullanilmustir.

Yontemde kullanilan ¢ozeltiler Kayis (2010) da gosterildigi gibi hazirlanmigtir.

Standart ¢ozeltileri hazirlamak igin once saf glikojenden (Sigma G-8751)
0.1g/mL ‘lik stok glikojen ¢ozeltisi hazirland1 ve bundan seyreltme yontemi ile 25, 50,
75 ve 100 ug/ml glikojen ¢ozeltileri elde edildi. Bu glikojen standart ¢ozeltileri serisine
Van Handel (1985a) metodu uygulanarak spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 625
nm dalga boyunda absorbanslar1 okundu ve regresyon denklemi elde edildi.

Orneklerdeki karbohidrat miktarmi belirlenmesi icin ise 6lciilen absorbanslar
regresyon denkleminde yerine konuldu ve total karbohidrat miktar1 mg/100mg olarak
ifade edildi.

3.2.4. Toplam lipid miktarini tayini

Orneklerdeki total lipit miktarmin belirlenmesinde Van Handel (1985b) in
gelistirmis oldugu yontem esas alinmustir.

Y ontemde kullanilan ¢ozeltiler Kayis (2010) da aciklandigr gibi hazirlanmugtir.

Lipit degerlerinin hesaplanmast i¢in Once lipit standart okumasi
gerceklestirilerek regresyon denklemi olusturuldu. Bunun igin %0.1°’lik misir yagi
kullanilarak 1 mg/ml stok standart ¢ozeltisi hazirland1 ve bundan kloroform/metanol
(1/2) ile seri sulandirmalar yapilarak 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 pg/ml olan ¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerin absorbanslart Van Handel (1985b) yontemine
gore spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 525 nm dalga boyunda kore karsi
okundu ve regresyon denklemi elde edildi.
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Orneklerin lipit miktarlari belirlenmesinde ise ayni yontem ile &lgiilen
absorbanslar regresyon denkleminde yerine konuldu ve total lipid miktar1 mg/100mg

olarak ifade edildi.
3.2.5. Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde Sun ve ark. (1988)
tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir.

Yontem reaksiyon ortaminda enzimatik bir reaksiyonla firetilen siiperoksit
radikallerinin, ortamda bulunan nitroblue tetrazolium’u (NBT) indirgemesinin drnekteki
SOD tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Ortama ilave edilen enzimin iiretilen
radikalleri dismutasyona ugratmasi sonucunda NBT rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve
sonucta spektrofotometrede okunan absorbans degeri diiser. Dolayisiyla formazon
olusumunun inhibisyonun tayiniyle SOD miktar1 indirekt olarak saptanmaktadir.

Yontemde kullanilan, Sun ve ark. (1988) tarafindan gelistirilen reaktif ¢ozelti

bilesenleri ve diger ¢ozeltiler Kayis (2010)’ da agiklandig1 gibi hazirlanmastir.

(KA-NA)x100

Hesaplama: % inhibisyon = <

% inhibisyon
50x0.1

Aktivite (U/mL)=

Aktivite (=)

Spesifik Aktivite (U/mg pr)=

protein miktarl(%)
KA: Kor absorbans
NA: Ornek Absorbans

3.2.6. Katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi (1984) tarafindan gelistirilen ve
CAT’1n olusan H,0,’yi ortadan kaldirmasi esasina dayanan yontem kullanilmistir.

Bunun i¢in oncelikle 50 mM fosfat tamponu ve 30 mM H;0, hazirlanarak buz
tizerinde hazir tutuldu. CAT aktivitesinin belirlenmesi i¢in kor ve numune tiipii olarak

iki tiip hazirlandi. Kor i¢in ayrilan tiipe 2.8 ml 30 mM H,0; ilave edildi ve iizerine 0.2
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ml fosfat tamponu eklendikten sonra hizlica c¢alkalanarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV 1800) 240 nm de 30 saniye araliklarla iki kez okundu. Ornek igin
kullanilan tiipe yine ayn1 miktar 30 mM H;0; konuldu ve {izerine 0.2 ml 6rnek elenerek
hizli bir sekilde calkalanarak 240 nm de absorbanslar1 okundu. ilk okuma A1, ikinci
okuma A2 olarak adlandirildz.

Hesaplama: U= 2'3/AxXlog_

Ax= Absorbans okuma araliklari / 30 sn
Al: Ilk okunan absorbans

A2: Ikinci okunan absorbans
Formiilii ile hesaplanarak CAT aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.
3.2.7. Malondialdehit miktarmmin belirlenmesi

Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde, lipidlerin peroksidasyonunun bir son
iriinii olan MDA diizeyleri dl¢iilmiistiir.

Malondialdehit diizeylerinin belirlenmesi i¢in Bar-Or ve ark. (2001) tarafindan
gelistirilen tiobarbiturik asit (TBA) metodu kullanilmistir. Bunun i¢in %25°1ik 125 pL
trikloroasetikasit (TCA) ile 250 uL 6rnek karigtirilarak 15000 x g de santrifiij edilmistir.
Daha sonra tiipteki siipernatant alinarak (yaklasik 300 pL ) tizerine 200 pL
tiyobarbutirik asit (TBA) ilave edilmis ve 100°C deki sicak su banyosunda 60 dk
bekletilmistir. Sicak su  banyosundan aliman Ornek sogutulduktan sonra
spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 525nm dalga boyunda koére (250 pL saf su,
125 uL TCA ve 200 pL TBA) kars1 spektrofotometrede absorbansi okunmustur.
Okunan absorbans asagidaki formiilde yerine konularak MDA diizeyleri nmol/mg

protein cinsinden hesaplanmaistir.
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Hesaplama:

A= C ( Konsantrasyon) x I (Isik yolu) x € (Ekstinksiyon katsayisi)
C = A (Okunan absorbans)/ | x € (1,56. 10° M * cm ™) = nmol / mg protein

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi
Deneyler farkli zamanlarda dort tekrar seklinde gergeklestirildi. Elde edilen veriler
SPSS 20.00 istatistik analiz programi kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel analizler

icin Student-Newman Keul’s (SNK) testi uygulandi. Ortalamalar arasindaki fark 0.05

olasilik seviyesinde P degerinden biiyilik oldugu zaman 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ nin Toplam Protein Miktarina Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin toplam protein miktarina
etkileri Cizelge 4.1° de gosterilmistir. G. mellonella larvalarina farkli konsatrasyonda
EMB enjeksiyonu sonucu 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda protein miktarinda

insektisit konsatrasyonuna bagli istatistiksel herhangi bir fark gézlenmemistir.

Cizelge 4.1 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam protein miktarina
etkileri

PROTEIN

(mg/100mgQ)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std) (Ort+Std)

Kontrol 2.080+0.301a 2.503+0.194a  2.256+0.172a  2.174+0.066a
0.001 pg 2.037£0.047a 2.192+0.177a  2.060+0.067a  2.28440.274a
0.002 pg 1.936+0.072a 2.007+0.075a  2.194+0.244a  2.171%£0.177a
0.003 pg 1.941+0.045a 2.202+0.182a  2.262+0.108a  2.463+0.152a
0.004 pg 2.020+£0.069a 2.055+0.082a  2.677+0.065a  2.881+0.178a
0.005 pg 2.176+0.167a  2.275+0.107a  2.585+0.154a  2.560%0.107a

*. a, harfi ortalamalar arasindaki farklar1 gdstermektedir. Ayni siitundaki aymi harfi igeren veriler

arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam protein miktarina
zamana bagh etkileri Sekil 4.1°de gosterilmistir. Kontrol grubu, 0.001 pg, 0.002 pg,
0.003 pg ve 0.005 pg EMB konsatrasyonlarinda larvalarin protein miktarlarinda zamana
0.004 pg EMB
konsatrasyonunda 24 ve 48. saatlerde sirasiyla 2.020 mg/100mg ve 2.055 mg/100mg

bagli olarak istatistiksel bir fark bulunamamakla birlikte,

olan protein miktarlar1 72 ve 96. saatlerde Onemli Olgiide artarak sirasiyla 2.677

mg/100mg ve 2.881 mg/100mg olarak gerceklesmistir.
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Sekil 4.1. EMB’nin G. mellonella’ nin toplam protein miktarina zamana bagh etkileri

4.2. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ min SOD Enzim Aktivitesine Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlariin G. mellonella’ min SOD aktivitesine etkileri
Cizelge 4.2° de gosterilmistir. Deney periyodunun 24. saatinde kontrol grubunda 26.36
U/mg pr. olan SOD aktivitesi yiiksek konsantrasyonlar olan 0.004 pg ve 0.005 pg EMB
konsatrasyonlarinda kontrol grubuna gore énemli ol¢lide artarak 32.35 U/mg pr. ve 35.93
U/mg pr. degerlerine ulasmistir. EMB konsatrasyonlarinin 0.001 pg, 0.002 pg ve 0.003
pg olmast durumunda konsatrasyonlar arasinda bir fark olmamakla birlikte bahsi 0.005
ng EMB konsatrasyonunda bahsi gecen konsantrasyonlara gore SOD aktivitesi artmistir.
48 saatlik periyotta kontrol grubunda 27.50 U/mg pr. olan SOD aktivitesi yalnizca EMB
konsatrasyonunun 0.005 pg olmasi durumunda kontrole ve 0.004 pg EMB disindaki
konsatrasyonlara gore énemli olgiide artig gdstermistir. Deney periyodunun 72. saatinde
0.004 pg ve 0.005 EMB konsatrasyonlarinda SOD aktivitesi sirayla 35.38 U/mg pr. ve
42.00 U/mg pr. olup kontrol grubu ve diger konsatrasyonlaa gore 6nemli dl¢iide artmustir.
96. saatte kontrol grubuna gore (28.41 U/mg pr) istatistiksel olarak tek artis en yiiksek
EMB konsantrasyonunda (0,005 pg) ortaya ¢ikmis olup, bu deger (44.62 U/mg pr) diger

konsantrasyonlara gore de 6nemli ol¢ilide yiiksektir.
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Cizelge 4.2 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim aktivitesine

etkileri
SOD Aktivitesi (U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 26.36+£2.13¢c 27.50+1.76b 24.20+1.38¢ 28.41+1.46bc
0.001 pg 29.274£0.70bc  28.97+1.92b 28.86+1.43¢ 27.99+2.52bc
0.002 pg 29.3540.88bc  27.114+2.93b 26.58+0.99¢  25.87+1.61c
0.003 pg 27.23+1.13bc  28.49+1.26b 30.07£1.67c¢ 30.44+0.76bc
0.004 pg 32.35+1.22ab  33.414+2.03ab 35.38+2.18b 33.78+1.28b
0.005 pg 35.93+1.05a  39.07+0.530a 42.00+0.75a 44.62+1.90a

*: a,b ve ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayn1 satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin SOD enzim aktivitesine
zamana bagh etkileri Sekil 4.2° de gosterilmistir. Kontrol grubunda ve 0.001 pg, 0.002
ug, 0.003 ve 0.004 ng EMB konsatrasyonlarinda SOD aktivitesinde zamana bagl
olarak Oonemli bir degisiklik gézlenmezken, en yiiksek konsatrasyon olan 0.005 ug
EMB’ de 24. saatte 35.93 U/mg pr. olan SOD aktivitesi zaman bagl olarak artig
gostermis ve sirasiyla 39.07 U/mg pr., 42.00 U/mg pr. ve 44.62 U/mg pr. degerlerine
yiikselmistir. Fakat yalniz 72 ve 96. saatelerde gozlenen artiglar istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.2 EMB’nin G. mellonella’ nin SOD enzim aktivitesine zamana bagli etkileri

4.3. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ nin CAT Enzim Aktivitesine Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin CAT aktivitesine etkileri
Cizelge 4.3° de gosterilmistir. Yirmidordiincii saatte kontrol grubunda 0.162 U/mg pr.
olan CAT aktivitesi EMB konsatrasyonlarma bagli olarak onemli bir degisiklik
gostermemistir. Kirsekizinci satte kontrol grubunda 0.214 U/mg pr. olan CAT aktivitesi
tim EMB konsatrasyonlarinda énemli 6l¢iide azalmistir. Yetmigiki ve 96. saatlerde ise
kontrol grubunda sirasiyla 0.201 U/mg pr. ve 0.215 U/mg pr. olan CAT aktivitesi 0.
005 pg EMB konsatrasyonu disindaki dozlarda onemli olglide azalmis, en yiiksek

konsatrasyon olan 0.005 pg dozda ise tekrar kontrol seviyesine yiikselerek sirasiyla

0.241 U/mg pr. ve 0.230 U/mg pr. olarak gergeklesmistir.
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Cizelge 4.3 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin CAT enzim aktivitesine

etkileri
CAT Aktivitesi (U/mg protein)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 0.162+0.006a  0.214+0.008a 0.201+0.028ab  0.215+0.002a
0.001 pg 0.120+0.008a  0.137+0.003bc  0.112+0.005¢  0.110+0.019b
0.002 pg 0.166+0.004a  0.130+0.025bc  0.159+0.019b  0.071+0.003b
0.003 pg 0.082+0.005a  0.110+0.007¢ ~ 0.1124+0.002¢  0.086+0.009b
0.004 pg 0.138+0.008a  0.094+0.011c 0.151+0.003b  0.090+0.040b
0.005 pg 0.391+0.198a  0.163+0.002b 0.241£0.005a  0.230+0.008a

*: a,b ve ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin CAT enzim aktivitesine
zamana bagh etkileri Sekil 4.3” de gosterilmistir. 0.002 pg EMB konsatrasyonunda 96.
saatte 24, 48 ve 72. saatelere gore CAT aktivitesinde onemli bir azalma gozlenmekle
birlikte diger EMB konsatrasyonlari ve kontrol grubunda CAT aktivitesinde istatistiksel

olarak zamana bagli 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir.
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Sekil 4.3 EMB’nin G. mellonella’ nin CAT enzim aktivitesine zamana bagli etkileri



4.4. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ nin MDA Miktarina Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin MDA diizeyine etkileri
Cizelge 4.4° de gosterilmistir.  Kontrol grubunda 24. saatte 71.18 nmol/mg pr. olan
MDA miktar1 0.005 ng EMB konsatrasyonunda énemli 6l¢iide artarak 85.92 nmol/mg
pr. olarak gerceklesmistir. Diger EMB konsatrasyonlarinda gozlenen MDA
miktarindaki artis istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Deney periyodunun 48.
saatinde ise MDA miktar1 0.004 ug ve 0.005 pg EMB konsantrasyonlarinda kontrol
grubuna gore Onemli Olclide artmigtir. 72. saatte 0.001 pg ve 0.002 pg EMB
konsatrasyonlarinda MDA miktar1 kontrol grubuna gore 6nemli dlgiide azalirken 0.004
pg ve 0.005 pg EMB konsatrasyonlarinda kontrol grubu ve diger konsatrasyonlara gore
MDA miktar1 6nemli 6l¢iide artmistir. 96. saatte kontrol grubunda 76.41 nmol/mg pr.
olan MDA miktar1 yine 0.001 pg ve 0.002 ng EMB konsatrasyonlarinda azalmis, fakat
bu azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. EMB konsatrasyonunun 0.003 ug,
0.004 pg ve 0.005 pg olmast durumunda ise MDA miktarlar1 kontrol ve diger
konsatrasyonlara goére onemli Olclide artarak sirasiyla 81.231 nmol/mg pr., 85.70

nmol/mg pr. ve 88.56 nmol/mg pr. olarak bulunmustur.

Cizelge 4.4 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin MDA miktarina etkileri

MDA Miktari

(nmol/mg pr)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)

Kontrol 71.18+2.13b  65.03+5.51¢ 78.44+4.18b 76.41+£2.49¢d
0.001 pg 72.26£1.25b  72.90+1.13bc 69.59+0.80cd 72.46+1.26d
0.002 pg 71.23£1.81b  70.72+1.12bc ~ 65.33+2.52d 74.15+0.94d
0.003 ng 76.51+£5.81ab  72.0040.18bc 74.82+2.24bc 81.23+0.96bc
0.004 pg 82.33+2.30ab  77.15+1.97ab 86.05+0.84a 85.69+2.54ab
0.005 pg 85.92+1.82a  84.56+1.90a 88.80+0.88a 88.56+0.77a

*: a, b, ¢ ve d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi iceren
veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata
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Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella nin MDA diizeyine zamana bagl
etkileri Sekil 4.4’ de gosterilmistir. MDA diizeylerinde kontrol grubunda, 0.001 pg,
0.003 pug ve 0.005 pg EMB konsatrasyonlarinda zamana bagli olarak 6nemli bir
degisiklik gézlenmezken, 0.002 ung EMB konsatrasyonunda 24. saatte 71.23 nmol/mg
pr. olan MDA miktar1 48. saatte 70. 72 nmol/mg pr., 72. saatte 65.33 nmol/mg pr. ve 96.
Saatte 74.15 nmol/mg pr. olarak dl¢iilmiistiir. Baksi gegen konsatrasyonda zamana bagl
olarak MDA diizeylerindeki tek far 72 ve 96. saatler arasinda gozlenmistir. 0.004 pg
EMB konsatrasyonunda istatistiksel olarak tek azalma 48. saatte ortaya ¢ikmistir. Bu
konsatrasyonda 24. saatte 82.33 nmol/mg pr olan MDA miktar1 48. saatte azalarak
84.56 nmol/mg pr. olmus daha sonra artarak sirasiyla 72 ve 96. saattelerde ise 86.05

nmol/mg pr. ve 85.70 nmol/mg pr. olarak gergeklesmistir.
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Sekil 4.4 EMB’nin G. mellonella’ nin MDA miktarina zamana bagh etkileri

4.5. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ min Toplam Lipit Miktarina Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin lipid diizeyine etkileri Cizelge
4.5’ de gosterilmistir. Lipit miktarlarinda 24. saatte EMB konsatrasyonlarina bagl
olarak dnemli bir degisiklik gézlenmezken, deney periyodunun diger giinlerinde kontrol
grubuna gore Onemli azalmalar gozlenmistir. 48. ve 72. saatlerde kontrol grubunda

sirasiyla 3.257 mg/100mg ve 3.743 mg/100mg olan lipit miktar1 EMB konsatrasyonlar1
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arasinda istatistiksel olarak degismemekle birlikte, kontrol grubuna gore dnemli 6l¢iide
azalmistir. 96. saatte ise kontrol grubunda 3.286 mg/100mg olan lipit miktar1 tim EMB
konsatrasyonlarinda 6nemli Olglide azalmistir. Bahsi gegen periyotta en yiiksek
konsatrasyon olan 0.005 pg EMB konsatrasyonunda ise Lipit miktar1 diger
konsatrasyonlara gore de oOnemli Olglide azalarak 1.220 mg/100mg pr olarak

gerceklesmistir.

Cizelge 4.5 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipit miktarina
etkileri

LIPIT
(mg/100mgQ)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 2.502+0.189a 3.257+0.068a  3.743+0.332a  3.286+0.132a
0.001 pg 2.729+0.155a 2.464+0.033b  2.291+0.040b  2.354+0.155b
0.002 pg 2.236+0.042a  2.132+0.022b  1.852+0.260b  2.504+0.153b
0.003 pg 2.380+0.121a  2.297+0.108b  2.648+0.259b  2.387+0.104b
0.004 pg 2.467+0.163a 2.133+0.072b 1.916+0.026b  2.094+0.094b
0.005 pg 2.189+0.299a 2.138+0.161b  2.390+0.250b  1.220+0.073¢

*: a,b ve c, harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayn1 satirdaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin lipid miktarina zamana bagl
etkileri Sekil 4.5° de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24. saate gore 72. saatte lipit
miktarinda bir artig gézlenirken diger giinler arasinda lipit miktarlar1 arasindaki farklar
istatistiksel olarak dnemli bulunmamaistir. EMB konsatrasyonlarmin 0.001 pg, 0.002 pg
ve 0.003 pug olmasi durumunda lipit miktarlarinda zamana bagli olarak Onemli bir
degisiklik gozlenmemistir. 0.004 EMB konsatrasyonunda 24. saate gore 72. saatte lipit
miktarinda bir azalma gozlenirken diger gilinler arasinda lipit miktarlar1 arasindaki
farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmamuistir. En yiiksek konsatrasyon olan 0.005 pg
EMB’de 24. saatte 2.189 mg/100mg olan lipit miktar1 48. ve 72. saatlerde 6nemli
Olciide degismemis ve sirasiyla 2.138 mg/100mg ve 2.390 mg/100mg olarak
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gerceklesmistir. 96. saatte ise diger gilinlere oranla 6nemli Ol¢lide azalarak 1.220

mg/100mg olarak belirlenmistir.

4,50

X

4,00

X

3,50 X
3,00

X X X
y X X x X X X
2,50 X X XX X 24
X

2,00 E48
1’50 y w72

00 96
11
0,50
0,00

Kontrol 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
Emamektin benzoat (ug )

Lipit (mg/100mg)

Sekil 4.5 EMB’nin G. mellonella’ nin toplam lipit miktarina zamana bagl etkileri

4.6. Emamektin Benzoatin G. mellonella’ min Toplam Karbohidrat Miktarina
Etkileri

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin karbohidrat diizeyine etkileri
Cizelge 4.6’ de gosterilmistir. Yirmidordiincii saatte karbohidrat miktarlarinda kontrol
grubuna gore denenen EMB konsatrasyonlarinda énemli bir degisiklik gézlenmezken,
0.004 pg EMB konsatrasyonunda 0.001 pg ve 0.003 ug EMB konsatrasyonlarina gore
karbohidrat miktar1 onemli dl¢lide azalmistir. Deney periyodunun 48. ve 72. saatlerinde
kontrol grubunda sirasityla 3.433 mg/100mg ve 2.897 mg/100mg olan karbohidrat
miktarlar1 denenen tim EMB konsatrasyonlarinda 6nemli oOlgiide azalmistir. Bahsi
gecen giinlerde EMB konsatrasyonlar1 arasindaki karbohidrat miktarlarindaki farklar
istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. Deney periyodunun 96. saatinde kontrol
grubunda 4.320 mg/100mg olan karbohidrat miktar1 denenen tim EMB
konsatrasyonlarinda Onemli Ol¢lide azalmis ve sirsiyla 2.848 mg/100mg, 2.857
mg/100mg, 2.095 mg/100mg, 2.495 mg/100mg ve 2.328 mg/100mg olarak
bulunmustur. Bahsi gecen gilinde 0.003 pg ve 0.005 pg EMB konsatrasyonlarinda
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Ol¢iilen karbohidrat miktarlar1 0.001 pg ve 0.002 png EMB konsatrasyonlarindan elde

edilene verilere gore onemli dlgiide diisiiktiir.

Cizelge 4.6 Farkli EMB konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam karbohidrat

miktarina etkileri

KARBOHIDRAT
(mg/100mQ)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)

Kontrol 2.560+0.342ab  3.433+0.213a 2.897+0.082a  4.320+0.158a
0.001 pg 2.747+£0.082a  2.548+0.289b  2.514+0.025b  2.848+0.062b
0.002 pg 2.516+0.134ab  2.447+0.031b  2.347+0.070b  2.857+0.117b
0.003 pg 2.762+0.332a  2.516+0.195b  2.270+0.064b  2.095+0.047¢
0.004 pg 1.686+0.106b  2.424+0.105b  2.313+0.077b  2.495+0.178bc
0.005 pg 1.827+£0.071ab  2.685+0.079b  2.243+0.031b  2.328+0.063c

*: a,b ve ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayn1 satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli EMB konsatrasyonlarinin G. mellonella’ nin karbohidrat miktarina
zamana bagl etkileri Sekil 4.6 da gosterilmistir. Kontrol grubunda ve 0.002 ng EMB
konsatrasyonunda karbohidrat miktar1 24, 48 ve 72. saatler arasinda istatistiksel olarak
herhangi bir degisiklik gostermezken, 96. saatte diger giinlere oranla 6nemli dlglide
artarak sirasiyla 4.320 mg/100mg ve 2.857 mg/100mg olarak gergeklesmistir. 0.001 g
ve 0.003 ug EMB konsatrasyonlarinda karbohidrat miktarlarinda zamana bagli olarak
onemli bir degisiklik gézlenmezken, 0.004 ug EMB konsatrasyonunda 24. saatte 1.686
mg/100mg olan karbohidrat miktar1 6nemli olglide artarak sirasiyla 2.424 mg/100mg,
2.313 mg/100mg ve 2.495 mg/100mg olarak dl¢lilmiistiir. Bahsi gegen konsatrasyonda
48., 72. ve 96. saatelerde elde edilen veriler arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamistir. En yiiksek konsatrasyon olan 0.005 pg EMB konsatrasyonunda ise
kontrol grubunda 1.827 mg/100mg olan karbohidrat miktar1 diger gilinlerde 6nemli
Olclide artis gbztermistir. Bahsi gecen konsatrasyonda 48. saatte Olgiilen karbohidrat

miktar1 72. se 96. saatlerde 6l¢iilen miktardan istatistiksel olarak fazladir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Sunulan ¢alismada EMB’nin subletal konsantrasyonlariin G. mellonella’ nin
SOD ve CAT enzim aktiviteleri, MDA diizeyleri ile protein, lipid ve karbohidrat
miktarlar lizerine olan etkileri arastirilmistir.

Canlilar yagamlar1 boyunca metabolizma {irlinii olarak siirekli bir sekilde serbest
radikal {iretirler. Fakat bu olusan serbest radikaller yine canlinin kendisinin sahip
oldugu savunma mekanizmalar1 tarafindan ortadan kaldirildigi i¢in canlinin yasami
tizerine herhangi bir olumsuz etki gostermez. Canlinin dogasia yabanci olan, besin
amagcl dogal bilesikler disinda ¢esitli yollarla viicuda giren ve ksenobiyotik ad1 verilen
maddeler, bu serbest radikallerin olusumunda artisa, dolayisiyla serbest radikal ve
antioksidan savunma sistemi dengesinin bozulmasina neden olarak oksidatif strese
neden olmaktadirlar (Serafini ve Del Rio 2004).

Viicuda alinan ksenobiyotikler ¢esitli enzimlerin (monooksigenaz (P450),
glutatyon S-transferaz (GST) ve hidrolaz) etkisiyle biyotransformasyona ugrayarak
yapilar1 degistirilir (Tsagkarakou vd. 2009). Biyotransformasyonla ksenobiyotikler ya
daha az etkin veya toksik bilesiklere doniisiir ki buna biyoinaktivasyon veya
detoksikasyon denir, ya da daha toksik ve etkin hale gelir ki buna da biyoaktivasyon adi
verilir (Vural, 2005).

Ksenobiyotikler ve bunlarin biyoaktivasyon iriinlerinin serbest radikal
olusumunu artirdig1 ve hiicrelerde oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir. Onemli
bir ksenobiyotik grubu olan pestisitlerin toksik etkilerin belirteci olarak, serbest radikal
olusumunun 6nemli rol oynadigini gosterilmistir (Mercan 2004).

Deneysel olarak olusturulan oksidatif stres sonucunda Oxya chinensis (Li vd.
2005), Sitophilus granarius (Bolter ve Chefurka 1990), Musca domestica (Zaman vd.
1994), Spodoptera eridania (Ahmad vd. 1995), Oreochromis mossombicus
(Venkateswara Rao 2006) gibi canlilarda antioksidan enzim aktivitelerinin degistigi
gosterilmistir.

Sunulan ¢aligmada G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi, 6zellikle yiiksek
insektisit konsatrasyonlarina bagh olarak 6nemli 6l¢iide artmistir. Enzim aktivitesindeki
bu artis, EMB’nin neden oldugu oksidatif stres kosullarinda artan siiperoksit

radikallerinin temizlenebilmesi i¢in SOD enzim aktivitesininde arttig1 seklinde
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yorumlanabilir. Bu durum farkli insektisitlerin toksik etkileri sonucu Spodoptera exigua
ve Tenebrio molitor (Adamski vd. 2003) ve G. mellonella (Buyukguzel 2009, Kayis vd.
2015) larvalarinda da gosterilmistir. Birgok ¢alisma pestisitlerin neden oldugu oksidatif
stres durumunda SOD aktivitesindeki artisin temel reaksiyon oldugunu gostermistir
(Adamski vd. 2003, Buyukguzel 2009, Kayis vd. 2015)

Buna karsin diisiik insektisit konsatrasyonlarinda gozlenen SOD aktivitesindeki
artis genel olarak kontrol grubuna gore istatistiksel olarak Onemli bulunmamustir.
Ozellikle diisik konsantrasyonlar olan 0.001pg, 0.002ug ve 0.003 pg EMB
konsatrasyonlarinda 6nemli artiglar gergeklesmemistir. Boceklerde insektisitlere karsi
diren¢ gelisimi O6nemli bir sorundur ve bu direncin gelisiminde &zellikle
asetilkolinesteraz ve karboksilesteraz gibi enzimler 6nemli rol oynamaktadir (Baffi vd.
2005). Elde edilen veriler pestisite karsi olusan direncin bir sonucu diisiik dozdaki EMB
konsatrasyonlardan etkilenmedigi seklinde olarak yorumlanabilecegi gibi, diisiik
konsatrasyonlardaki insektisitin zararli etkileri enzimlerin bazal aktivitesi ile ortadan
kaldirilabilecegi seklinde de yorumlanabilir (Mitchelmore vd. 1996).

Sunulan c¢aligmada elde edilen verilerin zamana bagli olarak degerlendirilmesi
sonucu SOD aktivitelerinin bocegin yiiksek dozda EMB’ye maruz kalma siiresine bagl
olarak bir artis gosterdigini ortaya koymaktadir.

Katalaz, SOD aktivitesi sonucu olusan H;O;’ nin su ve molekiiler oksijene
indirgenmesini katalizleyerek hiicreleri oksidatif hasarlara kars1 koruyan bir enzimdir
(Aebi 1984, Nordberg ve Arner 2001). CAT aktivitesini, H;O,’ nin hiicresel
konsantrasyonu belirler (Fornazier vd. 2002) ve enzimin Km degerinin yiiksek olmasi,
diistik hiicresel H,O, konsantrasyonlarinda etkinlik gosterememesine neden olur (Felton
ve Duffey 1992, Ahmad 1992).

Caligmamizda CAT aktivitesinin 24 saatlik periyotta kontrole gore degismedigi,
48 saatlik periyotta tiim konsatrasyonlarda azaldig1 ve ilerleyen siirelerde ise en yiiksek
EMB dozu olan 0.005 pug disindaki dozlarda azalma egilimi gosterdigi goriilmektedir.
Bu durum EMB’ ye maruz kalma siiresiyle birlikte ele alindiginda, diisiik dozlarda
EMB etkisiyle olusan H,O;’ nin bagska mekanizmalar tarafindan ortadan kaldirilmis
olabilecegi fikrini uyandirmaktadir. Felton ve Summers (1995), ozellikle Lepidopter
tirlerinde diisiik diizeydeki H,O,’ nin ortadan kaldirilmasinda CAT’dan 6nce dehidro
askorbik asit rediiktaz (DHAR) ve askorbat peroksidaz (APOX) gibi enzimlerin énemli
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rol oynadigini belirtmiglerdir. Bunun yaninda siiperoksit radikalinin de CAT aktivitesini
inhibe edebilecegi belirtilmistir (Kono ve Fridovich 1982). Elde edilen verilerdeki CAT
aktivitesindeki degisiklikler yukarida bahsedilen nedenlerden biri tarafindan
kaynaklanmis olabilir. Fakat siiphesiz ki, bu konuda kesin bir yargiya varabilmemiz i¢in
CAT, DHAR ve APOX enzimlerinin birlikte ¢alisildig1 bir ¢calismaya gereksinim vardir.

Sunulan c¢alismada EMB maruziyet siiresinin arttigt 72 ve 96. saatlerde en
yiiksek konsatrasyon olan 0.005 pg EMB konsatrasyonunda, CAT aktivitesinin diger
konsatrasyonlara gore artarak kontrol seviyesinde gozlenmesi asir1 miktarda artan H,O;’
nin elemine edilmesine yonelik bir diizenleme ile CAT enzim aktivitesindeki bir artis
seklinde yorumlanabilir.  Farkli insektisitlere maruz birakilan boceklerde benzer
sonuglar bulunmustur. Aslantiirk vd. (2011) methidation uyguladiklar1 L. dispar
larvalarinda, Kayis vd. (2015) DDVP’ ye maruz birakilmis G. mellonella larvalarinda
ve Bamidele vd. (2013) ise Rynchophorous phoenicis’de CAT aktivitesinin benzer
sekilde arttigin1 gostermislerdir.

Malondialdehid (MDA) ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunun bir
iriinii olup, MDA seviyesindeki artis boceklerde lipid peroksidasyonun bir gostergesi
olarak onemli bir parametredir (Biiyiikgiizel 2006, Emre vd. 2013, Kayis vd. 2015).
Yapilan galismalarda G. mellonella’ da DDVP maruziyeti sonucunda (Kayis vd. 2015)
ve metil parathion ve malathion uygulanmasindan sonra (Icen vd. 2005, Buyukguzel
2009) MDA seviyesinde Onemli artislar gozlendigi belirlenmistir. Calismamizda
ozellikle yiiksek EMB konsatrasyonlarinda elde edilen MDA seviyelerindeki artis daha
once yapilan ¢alismalarla 6nemli 6l¢lide paralellik gostermektedir.

Serbest radikallerin hiicrede proteinler, lipitler, karbonhidratlar iizerine 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir (Damien vd. 2004, Song 2004). Sipermetrin uygulanmig
Pimpla turionellae (Sak vd. 2006) ve fenitrotion ve ethion uygulanmis B. mori’ de
(Nath vd 1997) protein miktarinin azaldigi tespit edilmistir. Ribeiro vd. (2001),
boceklerde protein miktarlarin pestisitlerin yol actig1 oksidatif stres altinda, fizyolojik
bir adaptasyon sonucu protein katabolizmasmnin uyarilmasi nedeni ile azaldigini
belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada EMB G. mellonella‘nin protein miktarinda doza
bagli baz1 degisikliklere neden olmussa da bu etkileri 6nemli bulunmamastir.

Karbohidratlar boceklerde baslica enerji kaynagi olmasi nedeniyle son derece

onemlidir (Lee vd. 2004, Chen ve Fadamiro 2006). Sunulan ¢alismada artan EMB
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konsatrasyona ve uygulama siiresine bagli olarak G. mellonella’da karbohidrat
miktarinin 6nemli dl¢lide azaldigr goriilmektedir. Bu durum spiromesifen uygulanmis
Drosophila melanogaster’ de azalan karbohidrat miktariyla (Kissoum ve Soltani 2016),
Culex pipiens’te lambda-cyhalothrin ve lufenuron maruziyeti sonucu 6nemli Ol¢iide
azalan total karbohidrat miktariyla (Shaurub ve El-Aziz 2015) paralellik gostermektedir.
Nath (2003), B. mori’de organofosforlu insektisit uygulamasiyla glikojen miktarinin
onemli Ol¢lide azaldigin1 gosterilmistir ve bu durumun insektisit toksisitesi nedeniyle
artan enerji ihtiyacina bagl olarak artan fosforilaz ve trehalaz aktivitesi sonucu
gerceklestigini One slirmiistlir. Calismamizda gozlenen karbohidrat miktarindaki azalma
EMB’ nin neden oldugu toksik stress sonucu artan enerji ihtiyacinin karsilanmasi icin
bdcegin karbohidratlart nemli 6l¢iide kullandigini fikrini uyandirmaktadir.

Lipidler bir¢ok bocek tiirlinde eseysel olgunluga ulasma ve yumurta iiretimi igin
elzemdir (Vanderzant ve Richardson 1964, Candy ve Kilby 1975). Bocekler gereksinim
duyduklart bu lipid bilesenlerini dogrudan besinden saglayabildikleri gibi viicutta depo
edilmis protein ve karbohidratlardan da sentezleyebilirler (Werren 1987). Sunulan
calismada gozlenen lipit miktarindaki azalma Cypermetrin uygulanmig P. turionellae
bireylerinde de gozlemlenmistir (Sak vd. 2006). Benzer sekilde piriproksifen
uygulamasindan sonra B. mori larvalarinda (Etebari vd. 2007), Eurygaster integriceps
nimflerinde (Zibaee vd. 2011) ve Schistocerca gregaria’da lipid miktarlarinin 6nemli
olglide azaldig1 sonuglarimizi destekler niteliktedir. Sak vd. (2006) lipid miktarindaki bu
azalmanin insektisit uygulamasi sonucu enerji metabolizmasinda meydana gelen
degisikliklerden kaynaklandig: belirtilmistir.

Insektisitlerin de dahil oldugun bir¢ok toksik maddenin organizmaya alinimini
takiben derhal detoksifikasyon mekanizmalari devreye girerek, toksik maddenin
biyotransformasyonu ile zararinin engellenmesi gereklidir. Biyotransformasyonda rol
oynayan detoksifikasyon enzimleri ve 1s1 sok proteinlerinin {iretilmesi ve toksik
maddelerin aktif olarak viicuttan atilmasi islemleri ciddi sekilde enerjiye bagiml
olaylardir (Maryanski vd. 2002). Sunulan g¢alismada bdcegin toplam karbohidrat ve
lipid miktarlarindaki azalmanin toksik stres etmeni olan EMB’nin detoksifiye edilmesi
i¢in artan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda kullanildigi sonucuna varilmastir.

Sonug olarak EMB G. mellonella’da toksik etki olusturarak antioksidan enzim

aktivitelerinde degisiklige neden olmustur. Lipid peroksidasyonunun onemli bir
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gostergesi olan MDA diizeylerindeki artis goz Oniine alindiginda EMB’nin G.
mellonella larvalarinda oksidatif hasarlara neden olarak membran lipidlerine zarar
verdigi belirlenmistir. Ayrica bdcegin enerji metabolizmasi {izerine etki ederek 6zellikle

karbohidrat ve lipidlerin sentezini ve kullanimini 6nemli 6l¢iide etkilemistir.
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