T.C.
ADIYAMAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

IMIDAKLOPRID’IN Galleria mellonella’nin BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELERINE VE HEMOSITLERI UZERINE ETKIiLERI

MEHMET SAIT YUCEL

BiYOLOJi ANABILIM DALI

2017



T.C.
ADIYAMAN UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

IMIDAKLOPRID’IN Galleria mellonella’nin BAZI BIiYOKIMYASAL
PARAMETRELERINE VE HEMOSITLERI UZERINE ETKIiLERI

Mehmet Sait YUCEL
Yiiksek Lisans Tezi

Biyoloji Anabilim Dah

Bu tez 26/07/2017 tarihinde asagidaki jiiri {yeleri tarafindan
oybirligi/Oyeekluss ile kabul edilmistir.

Dog. Dr. Tamer KAYIS
BASKAN (DANISMAN)

Yrd. Doc. Dr. Mehmet ARSLAN Doc. Dr. Yusuf SEVGILER
UYE UYE

Prof. Dr. Ramazan GURBUZ
Enstitii Miidiir V.

Bu ¢ahsma Adiyaman Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir.

Proje No: FEFYL/2016-0006

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildiriglerin, ¢izelge ve fotograflarin kaynak
gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.




OZET
Yiiksek Lisans Tezi

IMIDAKLOPRID’IN Galleria mellonella’nin BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELERINE VE HEMOSITLERI UZERINE ETKILERI

Mehmet Sait YUCEL

Adryaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman : Dog. Dr. Tamer KAYIS
Yil: 2017, Sayfa sayist: 70
Juri : Dog. Dr. Yusuf SEVGILER
: Yard.Dog.Dr. Mehmet ARSLAN

Sunulan ¢aligmada imidaklopridin subletal konsantrasyonlarmm Galleria
mellonella’da  antioksidan enzimler (siiperoksit dismutaz ve katalaz), lipid
peroksidasyon diizeyi (malondialdehid miktar1), baz1 biyokimyasal parametreler (toplam
protein, toplam lipit ve toplam karbohidrat) ve hiicresel bagisiklik sisteminin 6nemli bir
bileseni olan hemositler (toplam hemosit sayisi) iizerine olan etkileri arastirilmistir.

Imidaklopridin subletal dozlar1 (0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 pug) G. mellonella
larvalarina enjekte edilmis ve 24, 48, 72 ve 96 saatlik periyotlarda etkileri aragtirilmistir.

Larvalara 0.75 ve 1.00 pg imidakloprid enjekte edilmesi protein miktarinin 96.
saatte dnemli dl¢lide azalmasina neden olmustur. Lipit ve karbohidrat miktarlar: ise tim
periyotlarda kontrol grubuna gore Onemli Ol¢iide azalmistir. Antioksidan enzim
aktiviteleri ve malondialdehid diizeyi imidakloprid enjeksiyonu sonrasinda onemli
Olclide artig gdstermistir. Deney grubundaki larvalarin toplam hemosit sayilar1 kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 6nemli 6l¢ilide azalmistir.

Sonug olarak imidakloprid G. mellonella’da muhtemelen hemostazi ve oksidatif
dengeyi bozarak, hiicresel bagisiklik sisteminde, antioksidan enzim sisteminde ve enerji
metabolizmasinda degisikliklere neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Imidakloprid, Antioksidan enzimler,
biyokimyasal parametreler, hemosit
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In this study, effects of sublethal concentrations of imidacloprid on antioxidant
enzyme activities (superoxide dismutase and catalase), lipid peroxidation levels
(malondialdehyde content), some biochemical parameters (total protein, total lipid, and
total carbohydrate), and hemocytes (total hemocyte count), which is important
component of cellular immune defense system of Galleria mellonella were investigated.

Sublethal doses of imidacloprid (0.25, 0.50, 0.75 and 1.00 pg) were injected to
G. mellonella larvae and the effects were investigated at 24, 48, 72 and 96 hour periods.

Injection of larvae to 0.75 and 1.00 pg imidacloprid caused a significant
decrease in protein content at 96 h. Lipid and carbohydrate contents were significantly
reduced at all periods when compared to the control. Antioxidant enzyme activities and
malondialdehyde content increased after the imidacloprid injection. Total hemocyte
counts in experimental larvae were significantly decreased compared to the control.

Consequently, imidacloprid caused the changes of cellular immune and
antioxidant enzyme system, and energy metabolism of G. mellonella, possibly by
leading to damage of oxidative balance and homeostasis.

Key Words: Galleria mellonella, Imidacloprid, Antioxidant enyzmes, biochemical
parameters, hemocyte
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1. GIRIS

Insanligin varolusundan bu yana insanoglunun birinci amaci beslenme olmustur.
Bu nedenle tarimsal iiretimin en verimli sekilde yapilmasi ve {iriinlerin korunmasi i¢in
pestisitlerin kullanilmas1 insanlik tarihi kadar eski bir konudur. Cok genel bir tanim
olarak, zararlilar1 uzaklastiran, gelisimlerini engelleyen, sayilarini azaltan veya onlari
tamamen ortadan kaldiran dogal veya kimyasal madde ve madde karigimlari olarak
tanimlanan pestisitlerin (Abdollahi vd. 2004), kullanimlarinin ¢ok eski tarihlere kadar
dayandigi, M.O. 1500 yillarindan kalma bit, pire ve esek arilarina karsi hazirlanan
insektisit formiilasyonlarindan anlasiimaktadir (Kumargal 2007). Ozellikle 19.
yiizyildan sonra, kimya endiistrisindeki gelismelere paralel olarak yeni bilesenlere ve
farkli etki mekanizmalarina sahip bircok pestisit formulasyonunun dahil edilmesiyle
diinya ¢apinda pestisitlerin kullanimi 6nemli 6l¢iide artmistir (Zhang vd. 2011).

Gliniimiizde halen yogun olarak kullanilan bu pestisitlerin uygulanma
yontemleri ve miktarlarinin belirli bir standarta sahip olmamasi, uygulamay1 yapan
kisilerin yeterli bilgi ve donanima sahip olmamasi nedeniyle, yalnizca miicadele
edilecek olan zararli degil ayn1 zamanda hedef olmayan bir¢ok canlinin da olumsuz
yonde etkilenmesi s6z konusudur.

Pestisitler zararlilarla miicadele edilmek istenilen bolgelerde farkli sekillerde
uygulandiklar1 halde, uygulanma sekline, pestisitin fiziksel Ozelliklerine ve
formulasyonlarina bagli olarak ekosistem igerisinde siirekli olarak hareket ederler.
Riizgarlar, yagmur sular1 ve akarsular vasitasiyla karasal ve sucul ekosistemlere
yayilarak hedef dis1 birgok organizmanin etkilenmesine neden olurlar (Kumargal 2007).

Zararlilarla miicadelede pestisit kullanimi ile ilgili en biiyiik sorun agir1 ve
bilingsiz kullanim sonucu yararl tiirlerin yok olmasi ve zararlilarda gelisen direng
sorunudur (Cakir ve Yamanel 2005). Asil amaci zararl popiilasyonunu kontrol altina
almak olan bu uygulama ¢ogunlukla sorunun daha da biiyiimesine neden olabilmektedir.
Bu nedenle pestisit kullanimi ile ilgili g6z onilinde bulundurulmasi gereken en 6nemli
noktalardan biri de dogru zamanda, dogru miktarda ve dogru pestisitin kullanimi
olmalidir.

Direng gelisimi ve hedef olmayan organizmalarin yok olmasmin yani sira

pestisitlerin subletal dozlarinin da hedef olmayan organizmalar iizerine olan etkileri



tizerinde durulmasi gereken bir konudur. Cesitli pestisitlerin insanlarin da dahil oldugu
bircok hedef dis1 organizmada enzim aktivitelerinde degisikliklere neden oldugu,
iireme, beslenme ve algilamada anormalliklere yol actigi, genotoksik hasarlara neden
oldugu gosterilmistir (Feng vd. 2005, Karabay ve Oguz 2005, Abou-Donia vd. 2008,
Emre vd. 2013,Kayis vd. 2015).

Pestisitler fiziksel Ozelliklerine, yapisini olusturan aktif maddeye, toksisite
derecesine, kullanim bi¢imi ve zamanina bagl olarak siniflandirilmakla birlikte, en ¢ok
kullanilan siniflandirma sekli etki ettigi canli grubuna gore yapilan smiflandirmadir
(Giiler ve Cobanoglu 1997). Bu siniflandirmaya gore pestisitler hedefindeki canli grubu
zararli boceklerse insektisit, akarlar ise akarisit, yamusakgalar ise mollusit, mantarlar ise
fungusit veya zararli otlar ise herbisit olarak siniflandirilirlar.

Bocekler tiim canlilar iginde say1 ve tiir bakimindan en fazla dagilim gosteren
canli grubudur (Baillie vd. 2004). Bu nedenle insektisitler pestisitler i¢erisinde dnemli
bir yere sahiptir. Zararli boceklerle miicadelede kullanilan insektisitler, kullanim
kolayligi, hizli etkisi ve nispeten ucuz olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir.
Insektisit kullanimi sonrasi zararlilarla miicadelede onemli basarilar elde edilmekle
birlikte yararli bir¢ok tiirlin de bundan olumsuz etkilendigi goriilmiistir (Bhavan-

Saravana ve Geraldine 2001).

1.1. insektisitler

Insektisitler genel olarak tarimsal iiriinlerin zararli boceklerden korunmasinda
kullanilmakla birlikte insan ve hayvanlarin da zararla bdoceklerle miicadelesinde
kullanilan pestisit formudur (Kanbur vd. 2008). Etken maddelerine gore bes gruba
ayrilan insektisitler, en yaygin olarak organoklorlular, organofosfat grubu insektisitler,
karbamat grubu insektisitler, piretroidler ve neonikotinoidler olarak siniflandirilirlar.
Organoklorlu insektisitler, sinir hiicresinin membraninda katyon hareketlerini
engelleyerek noronlarin uyarilmalara kars1 asir1 duyarl hale gelmesine ve merkezi sinir
sisteminde asir1 uyarilmalara neden olur. Organoklorlu insektisitlerin en iyi bilineni
dikloro difenil trikloroethan (DDT) olmakla birlikte, aldrin, dieldrin, klordan vb.
insektisitler bu grubun tyeleridir. Organofosfat grubu insektisitler ise post sinaptik

alanlarda asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesini engelleyerek, sinir uglarinda asetilkolin



birikimine neden olurlar. Sonugta sinir-Sinir ve sinir-kas sinapslarinda impuls iletimi
gerceklesmez. Malation, paration ve diazinon gibi bilesikler organofosforlu
insektisitlere 6rnek olarak verilebilir. Karbamat grubu insektisitlerde orgaofosforlu
insektisitlere benzer sekilde etki gosteren insektisit grubudur. Asetilkolinesteraz
enzimini inhibe ederek merkezi sinir sisteminin asir1 uyarilmasina yol acar. Karbamil bu
grubun en 6nemli temsilcilerindendir (Simpson ve Schuman 2002, Smulders vd. 2003,
Weiss vd. 2004).

Piretroidler, krizantem (Chrysanthemum cinerariefolium) adi verilen bitkiden elde
edilen ve piretrum adi verilen dogal insektisidal aktiviteye sahip maddelere benzeyen
sentetik kimyasallardir. Piretroidler merkezi sinir sisteminde membran gecirgenligini
arttirarak voltaj bagimli sodyum kanallarinin aktivasyonunu ve inaktivasyonunu inhibe
ederler. Boylece kontrolsiiz sodyum iyonu gegisine ve asirt depolarizasyona neden
olurlar (Ray and Fry 2006, Shafer vd. 2008). Deltametrin, permetrin gibi insektisitler bu
grubun yaygin kullanilan temsilcileridir.

Neonikotinoid grubu insektisitler diger insektisit gruplarina gore daha yeni bir
insektisit grubu olup, organofosfat ve karbamat grubu insektisitlerin kullaniminin
gelismis iilkelerde siirlandirilmasi, hedef olmayan canlilara diisiik toksisitesi ve hedef
canliya selektif etkisinden dolay1 giiniimiizde genis bir alanda kullanilmaktadir (Nauen
1995, Tomizawa ve Casida 2005, Ihara vd. 2006).

Ozellikle boceklerde nikotinik asetilkolin reseptdrlerine (nAChR) karsi yiiksek
afinitesinden dolay1 nikotin ve asetilkolinin ile kompetatif etki gosterir ve bu bolgeye
baglanarak postsinaptik hiicre zarinda iyon kanallarinin agik kalmasina ve uzun siiren
depolarizasyona neden olur. (Tomizawa ve Casida 2005). Thiacloprid, acetamiprid ve
imidacloprid neonikotinoid grubu insektisitlerin 6nde gelen temsilcileridir (Costa vd.
2009).

1.1.1. Imidakloprid

Imidakloprid, 2000’li yillarda yeni mesil bir insektisit grubu olan
neonikotinoidlerden ilk {iretilen 6nemli ve yaygin kullanilan bir insektisittir. Nikotine
yapisal benzerligi dolayisiyla aynmi etkiyi gosteren bir bilesiktir. Boceklerde nikotinik

asetilkolin reseptorlerine (nAChR) baglanarak post sinaptik hiicre zarinda iyon



kanallarin1 depolarize eder ve repolarizasyonu engelleyerek iyon kanallarinin uzun siire
acik kalmasina neden olur (Yamamoto ve Casida 1999, Matsuda vd. 2001, Tomizawa
ve Casida 2005). Bu sekilde sinir iletimi bloke olur ve felg olan bécegin 6liimiine neden
olur (Tomizawa ve Casida 2005, Costa vd. 2009).

Nikotinik asetilkolin reseptorleri baslica sinir-kas baglantilarinda bulunmakla
birlikte son yillarda yapilan ¢alismalarda yag hiicrelerinde, makrofajlar ve lenfositlerde,
karacigerin, akcigerin ve barsagin epitel hiicrelerinde de varligi gosterilmis ve
imadaklopridin insan kan hiicrelerinde DNA hasarlarina neden oldugu, ndérotoksik
etkisinin yaninda genotoksik ve sitotoksik hasarlara yol actigi ve yavru gelisimini
olumsuz yonde etkiledigi gibi merkezi sinir sistemi disinda da etki gosterebildigi
belirtilmistir (Gahring ve Rogers 2006, Kalamida vd. 2007, Abou-Donia vd. 2008).

Imidakloprid tarimsal alandaki ilaglamalarda, ayrica veterinerlikte ev
hayvanlarinin ¢esitli parazitlere karst miicadelesinde yaygin olarak kullanilan bir
insektisittir (Schulz—Jander ve Casida 2002, Yue vd. 2003).

Calismalar insektisitlerin neden oldugu toksik etkinin gosterilmesinde oksidatif
stres olusumunun énemli bir parametre oldugunu ag1ga cikarmustir. insektisitler serbest
radikal olusumuna yol agmalar1 ve antioksidan maddelerin veya reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) temizleyen enzimlerin yapilarinda neden olduklart degisimler sonucunda

oksidatif strese neden olabilmektedirler (Milatovic vd. 2006, Kayis vd. 2015).

1.2. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Canli sistemler i¢ ortamlarinin belirli sinirlar igerisinde tutulmasi zorunlulugu
olan bir homeostatik denge lizerine kurulmustur. Bu sistemde serbest radikallerin
olusmas1 ve antioksidan savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilmasi devamli ve
diizenli bir sekilde gergeklesir ki buna oksidatif denge adi verilir. Organizmalar bu
denge korundugu siirece serbest radikallerin zararli etkilerinden korunmus olur. Serbest
radikal olusumunu artiran veya bunlarin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan
antioksidan savunma sistemini bozan ksenobiyotikler (pestisitler ve agir metaller gibi)
oksidatif strese neden olurlar (Serafini ve Del Rio 2004).

Serbest radikaller fagositoz gibi hiicresel tepkimeler, bazi kanser tedavi ilaglari,

alkol, uyusturucu maddeler, agir metaller ve pestisitler gibi ¢evresel kirleticilerin neden



oldugu eslesmemis elektrona sahip kararsiz molekiillerdir (Mercan 2004, Mohammad
vd. 2004, Oruc Ozcan vd. 2004). Serbest radikaller oksijenden kaynaklananlar yani
ROS ve nitrojenden kaynaklananlar yani reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak ayrilirlar
(Halliwell ve Gutteridge 1999, Valko vd. 2007). Canli organizmalarda oksijen
stiperoksit radikali, hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil ve peroksil gibi serbest
radikallerin en 6nemli kaynagini olusturur (Mates 2000).

Serbest radikallerin etkileri hedef hiicre tipine, maruz kalma siiresine ve
siddetine bagl olarak degismekle birlikte, serbest radikallerden oncelikle etkilenen yap1
genelde membran lipidleridir, bunun yaninda proteinler, karbonhidratlar ve DNA da
serbest radikallerden 6nemli 6l¢lide zarar goriirler (Nordberg ve Arner 2001).

Serbest radikaller sahip oldugu eslesmemis elektronlar nedeniyle olduk¢a aktif
olduklart i¢in membrandaki kolesterol ve doymamis yag asitlerinin baglariyla
reaksiyona girerek lipidlerin peroksidasyonuna neden olarak membran akiskanliginin
bozulmasimna ve membran gecirgenliginin degismesine neden olurlar (Halliwell ve
Gutteridge 1999, Valko vd. 2007, Sarma vd. 2010).

Serbest radikaller proteinler {izerine olan etkilerini proteinlerin agregasyonuna,
capraz bag olusumuna ve aminoasitlerin yapisinda degisikliklere neden olarak
gosterirler (Erenel vd. 1992). Sonugta proteinlerin rol aldig1 enzim aktivitelerinde, hiicre
zarindaki tasima iglemlerinde ve kasilma fonksiyonlarinda bozulmalara neden olurlar
(Shacter 2000, Sarma vd. 2010 ).

Serbest radikaller karbohidratlar iizerine olan etkilerini ise monosakkaritlerin
otooksidasyonuna neden olarak H,0O,, peroksit ve okzoaldehid tiirii son iriinlerin
olusumuna neden olarak gosterirler. Bu sekilde meydana gelen okzoaldehidler, DNA,
RNA ve proteinlere baglanarak capraz bag olustururlar ve antimitotik etki gosterirler
(Thornaley ve Vasak 1985, Devasagayam vd. 2004).

Ozellikle hidroksil radikalleri DNA’da mutasyona, yarilmalara, proteinlerle
olusturduklar1 baglarda ¢apraz bag olusumuna, piirin bazlarinda oksidasyona neden
olurlar (Halliwell 1994, Sarma vd. 2010, Giimriik¢iioglu 2017).



1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Bocekler ROS’un neden oldugu zararhi etkilerden korunmak ic¢in enzimatik ve
enzimatik olmayan bazi savunma mekanizmalarma sahiptir (Enayati vd. 2005,
Barbehenn vd. 2008). Antioksidan savunma mekanizmasi bilesenleri canlilar1 serbest
radikal olusumunu engelleyerek veya olusan serbest radikalleri ortadan kaldirarak
korurlar. Serbest radikallerin olusumunun engellenmesi, potansiyel oksidatif hasar
etkeni olabilecek reaktif tiirevlerinin ortamdan uzaklastirilmasi, ortamdan oksijenin
uzaklastirilmasi/konsantrasyonunun  azaltilmasi  ve Fenton ve  Haber-Weiss
reaksiyonunu engellemek i¢in ortamda bulunan metal iyonlarmin uzaklastirilmasi
seklinde yapilabilir. Olusan serbest radikallerin ortamdan kaldirilmas: ise, reaktif
ozellige sahip oksijen tiirevlerini daha az reaktif 6zellik gdsteren baska molekiillere
cevirerek, ROS’lara pozitif yiik ekleyerek aktivite kaybina neden olabilirler ve olusan
reaktif tiirlerini veya ara {irlinleri baglarlar ve bir sonraki zincir reaksiyonu engelleyerek

gosterirler (Hermes-Lima vd. 2001).

1.3.1. Enzimatik antioksidanlar

Boceklerin sahip oldugu siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon S transferaz (GST) ve askorbat geri doniisiim sistemi
enzimleri olan askorbat peroksidaz (APOX) ve dehidroksiaskorbat peroksidaz (DHAR)
gibi enzimler reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine karst bocekleri korurlar
(Summers ve Felton 1993, Barbehenn vd. 2001)

Tiim aerobik hiicrelerin mitokondri ve sitozollerinde bulunan siiperoksit
dizmutaz enzimi hiicreleri ROS’ larin etkilerine karsi koruyan ilk savunma hattin
olusturur (Sen vd. 2010, Sen ve Chakraborty 2011). Aktif merkezinde bulunan metal
iyonuna gore Cu/ZnSOD, MnSOD ve FeSOD olarak 3 farkli tipi olan bu enzim,
stiperoksit radikallerini potansiyel toksik bir madde olan H;O, ve molekiiler oksijene
pargalayarak hiicreleri korur. (Fridovich 1995, Young ve Woodside 2001, Sen ve
Chakraborty 2011)

Katalaz enzimi siiperoksit radikallerinin SOD tarafindan ortadan kaldirilmasi

sirasinda meydana gelen hidrojen peroksidin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan diger



bir enzimdir. Hidrojen peroksit bir radikal olmamakla birlikte ge¢is metalleri ad1 verilen
bakir ve demir iyonlariyla reaksiyona girerek hidroksil radikalinin olugmasinda rol
oynadig i¢in 6nemlidir (Cheung vd. 2001, Limon-Pacheco ve Gonsebatt 2009). Katalaz
enzimi yiikksek Km degerinden dolayr diisiik konsantrasyondaki H,O,’ye Kkarsi
etkisizdir. Boceklerde diisiik konsantrasyonlardaki hidrojen peroksidin ortadan
kaldirilmasinda rol oynayan bagka enzim sistemleri de bulunur. Askorbat geri doniisiim
sistemi ad1 verilen bu sistemde yer alan Askorbat peroksidaz (APOX) ve dehidraskorbat
reduktaz (DHAR) enzimleri H,O;’yi ortadan kaldirarak bocekleri hiicresel hasarlardan
korurlar. Bu sistemde (H.0,) ile askorbat APOX katalizorliigiinde dehidroaskorbat
(DHA) ve iki molekiil su (H20) olusturur. Daha sonra dehidroaskorbat (DHA) ile
glutation (GSH) DHAR Kkatalizorliigiinde askorbat ve okside glutation (GSSG) meydana
gelir (Barbehenn vd. 2001).

Glutatyon peroksiadazlar (GPx), omurgalilarda 6nemli bir antioksidan enzim
olup H,0O; ve diger lipid peroksitlere kars1 hiicreleri korurlar (Sen vd. 2011, Manduzio
vd. 2005, Halliwell ve Gutteridge 1999). GPx dort alt birimden olusan ve 4 adet
selenyum atomu iceren bir enzimdir. Fakat boceklerde GPx in selenyum igermeyen
formu bulunmaktadir (Ahmad ve Pardini 1990). Selenyuma bagimli olmayan GPx’in
H,0;’ ye karsi 6nemli bir etki gosterememekle birlikte organik hidroperoksitlerere karsi
onemli bir koruma saglar (Halliwell ve Gutteridge 1999, Cnubben vd. 2001).

Glutatyon S transferaz  (GST), hiicrelere alinan ksenobiyotiklerin
biyotrasformasyonunda Faz Il reaksiyonlarinda ve lipid peroksidasyon iriinlerinin
detoksifikasyonunda rol oynayan bir enzimidir (Sheenan vd. 2001, Singh vd. 2001). Ug
alt birimden olusan bu enzim bdceklerde insektisitlere karsi gelistirilen direngten birinci
derecede sorumludur (Yu 2004). Boceklerde diisiik olan GPx aktivitesinin GST nin
peroksidaz aktivitesiyle desteklendigi ileri siirilmektedir (Ahmad vd. 2005, Krishnan ve
Sehnal 2006).

Glutatyon rediiktaz (GR) ise HyO;’nin detoksifikasyonu sirasinda meydana
gelen okside glutatyondaki (GSSG) disiilfid baglarini indirgenmis glutatyonu (GSH)
olugsmasini saglar. Bu sayede daha sonraki konjugasyon reaksiyonunda kullanilmak i¢in

glutatyon hazir hala getirilir (Hermes-Lima vd. 2001).



1.3.2. Enzimatik olmayan antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda ise askorbik asit, glutatyon, vitamin
E, trik asit, billiribin, melatonin ve alblimin gibi kii¢iik organik molekiiller sayilabilir
(Waring 2002, Reiter vd. 2006, Krishnan vd. 2009, Kumar vd. 2015)

Glutatyon hiicrede sitozolde, mitokondride ve ¢ekirdekte bol miktarda bulunan
ve glutamik asit, sistein ve glisin bibi aminoasitlerden olusan bir tripeptidtir (Halliwell
ve Gutteridge 1999, Dickinson ve Forman 2002, Mytilineou vd. 2002). Hidroksil ve
singlet oksijen gibi ¢ok tehlikeli ROS’larin ortadan kaldirilmasinda 6énemli role sahip
olmasmin yaninda peroksitlerlede reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasarlardan
korurlar (Murray vd. 1993, Burton 1994).

Vitamin E yagda ¢oziinebilen énemli bir antioksidandir. o, B, y, o-tokoferol
olarak adlandirilan vitaminlerin genel adi olmakla birlikte biyolojik aktivite olarak en
yiiksek aktiviteye sahip grubu a-tokoferoldiir (Halliwell ve Gutteridge 1999, Packer vd.
2001). Lipofilik ozelliginden dolayr hiicre membranindan kolaylikla girer hidroksil
radikalinin OH grubundaki hidrojen atomuyla reaksiyona girerek membran lipidlerinin
peroksidasyonunun engellenmesinde 6nemli rol oynar. (Rigotti 2007).

Askorbik asit yani daha bilinen adiyla vitamin C, meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunan ve suda ¢6ziinebilme yetenegindeki bir antioksidandir (Baskin ve
Salem 1997, Aydin vd. 2001). Ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu sirasinda olusan
radikallerin ve ROS’lerin ortadan kaldirilmasinda 6nemli rol oynari. Askorbat,
stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolaylikla reaksiyona girerek bu radikallerin
temizlenmesinde gorev yapar ve olusan dehidroaskorbik asit vitamin C kaynag: olarak
kullanilir (Murray vd. 1993, Aydin vd. 2001, Igbal vd. 2004).

Melatonin bir pineal bez hormonu olup, dogrudan dogruya hidroksil, H,O, ve
singlet oksijen gibi reaktif tiirlerini siipliriicii olarak gdérev yapmasinin yani sira SOD,
CAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin aktivitelerini de uyararak antioksidan
savunmada 6nemli bir rol oynar (Tan vd. 2002, Reiter vd. 2007, 2009).

Bilirubin eritrositlerin yikimi sirasinda hemoglobin molekiillerinin pargalanmasi
ile ortaya ¢ikan son {riin olup dnemli bir antioksidandir. Peroksil radikallerine kars1
zincir kirict etki gostererek lipid peroksidasyonunu onlemede yardimci olur (Gutteridge

1995).



Albumin viicut sivilarinin dagiliminda ve osmotik basincin saglanmasinda
onemli bir protein olup ayni zamanda tasidig: sisteinin siilfidril gruplari nedeniyle zincir
kirict antioksidan etki de gostererek hidroksil radikallerinin ortadan kaldirilmasinda
onemli rol oynar (Roche vd. 2008). Ayn1 zamanda bakir ve demiri baglayarak Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesinde rol oynar
(Halliwell ve Gutteridge 1990, Anraku vd. 2013).

Viicutta protein metabolizmasinin artik tiriinti olan tirik asit, hidrofilik ozellikte
olup oksijen radikallerini ve ge¢is metallerini temizleyen onemli bir antioksidandir
(Cereser vd. 2001). Igerisinde e vitamini, askorbik asit, beta karoten ve bazi antioksidan
enzimleri bulundurdugu igin viicut sivilarinin antioksidan kapasitesinin yarisindan
fazlasini barindirir (Watanabe vd. 2002, Glantzounis vd. 2005, Parmar 2009). Urik asit
ROS’lerin biiylik kismini etkisizlestirmesinin yaninda demir ve bakir gibi metal
iyonlarmin selatlanmasini saglayarak hiicreleri korurlar (Waring 2002, Kumar vd.

2015).

1.4. Boceklerde immiin Savunma Sistemi

Boceklerde antimikrobiyal peptidlerin rol oynadigi humoral bagisikligin yani sira
hemositlerin morfolojik ve yapisal degisiklikleri sonucu hemosit aracili gergeklestirilen
hiicresel bagisiklik tepkileri de ortaya ¢ikmaktadir (Gupta 1985, Lavine ve Strand 2002,
Strand 2008,). Hemositler araciligr ile yiriitiilen hiicresel bagisiklik tepkileri fagositoz,
kapsiil olusumu (enkapsiilasyon) ve nodiil olusumudur (nodiilasyon) (Gupta 1985,
Lavine ve Strand 2002,).

1.4.1. Boceklerde hemosit tipleri

Morfolojik 6zelliklere, cesitli boyama yontemleriyle boyanma o6zelliklerine ve
fonksiyonlarma gore Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Coleoptera, Hymenoptera,
Hemiptera, Collembola gibi gesitli bocek takimlarda tanimlanan temel hemosit tipleri
prohemositler, graniilositler, plazmatositler, sferiilositler ve Onositoidler olarak

belirlenmistir (Lavine ve Strand 2002, Ribeiro ve Brehelin 2006, Kurt ve Kayis 2015).



Prohemositler hemolenfte bulunan en kiiclik hiicreler olup, sentrioller ve
mikrotiiblil bulunduran, yiiksek derecede mitotik aktiviteye sahip olan ve diger hemosit
tiplerinin olusumundan sorumlu onciil hiicrelerdir (Gupta 1985, Levin 2007, Er 2011).

Plazmatositler hemolenf igerisinde say1 olarak en fazla ve en degisik sekillerde
bulunabilen hiicrelerdir. Hemolenfteki sayilar1 toplam hemositlerin yaklasik %30-601n1
olustururlar. Plazmatositler fagositoz i¢in biiyiik olan yabanci cisimlerin, bakterilerin ve
nekroz sonucu melanize olmus materyallerin etrafinda kapsiil ve nodiil olustururlar
(Gupta 1985, Lavine ve Strand 2002, Er 2011).

Graniilositler adindan da anlasildigi gibi stoplazmalarinda ¢ok sayida graniil
bulunduran kii¢lik ¢ekirdekli hiicrelerdir. Graniilositlerin, plazmatositler gibi yabanci
yiizeylere yapisarak yara iyilestirme ile bagisiklik tepkilerinde 6nemli rolleri olan
fagositoz yapma yetenegindeki hiicrelerdir (Rowley ve Ratcliffe, 1981, Gupta 1985,
Chapman 1998). Bunun yaninda nodul ve kapsiil olusumda yabanci maddelerle ilk
olarak temas kurarlar ve graniillerini digartya vererek plazmatositlerin reaksiyonuna
yardimet olurlar (Pech ve Strand 1996, Ribeiro ve Brehelin 2006).

Onositoidler yaklasik olarak 54um’yi bulan caplari ile en biiyiikk hemosit
hiicreleridir (Gupta 1985, Sak ve Uckan 2009). Lepidopterler tiirlerinde bagisiklikta ve
yaralarin 1yilestirilmesinde rol oynayan melanizasyonun meydana gelmesinde rol
oynayan fenoloksidaz enzimini bulundurur (Ribeiro vd. 1996, Kanost vd. 2004, Er
2011).

Sferiil hiicreler (Sferiilositler) yuvarlak veya oval sekilli, hareketsiz, icerisinde
kiiresel yapilar bulunduran hiicrelerdir. Sitoplazmalari aym1 zamanda ribozom, golgi
aygiti, lizozom, mitokondri ve endoplazmik retikulum igermektedir (Levin 2007). Ipek
iretimi, melanizasyon, fagositoz ve pithtilasmanin diizenlenmesinde gorev alirlar (Gupta
1985, Chapman 1998, Er 2011).

Bocek fizyolojisi caligmalarinda hematolojik parametrelerin 6nemli bir yeri
vardir. Boceklerde hemolenf ad1 verilen dolasim sivisi icerisinde serbest halde dolasan
kan hiicreleri hemosit olarak adlandirilir ve boceklerde dnemli bazi fonksiyonlari yerine
getirirler. Bu fonksyonlar arasinda besin maddelerinin, hormonlarin, detoksifikasyon
iriinlerinin taginmas1 ve immiin sistemde viicuda giren yabanci organizmalara ve toksik

maddelere kars1 gergeklestirdikleri savunma gorevleri sayilabilir (Patton 1983).
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1.4.2. Hemosit aracili bagisikhik tepkileri

Boceklerde hemositler fagositoz, nodiil olusumu ve enkapsiilasyon gibi bagisiklik
tepkilerinde rol alirlar (Lavine ve Strand 2002).

Memelilerdeki makrofaj ve notrofiller tarafindan gergeklestirilen fagositoz,
boceklerde baslica dolagimda serbest halde bulunan ve yiliksek miktarda lizozim enzimi
iceren plazmatositler tarafindan  gergeklestirilmekle birlikte graniilositlerinde
fagositozda rol oynadigi birgok arastirici tarafindan gosterilmistir (Tojo vd. 2000,
Lavine ve Strand 2002, Ben-Ami 2011). Fagositoz, kiiciikk biyotik veya abiyotik
partikiillerin ve oOlii hiicrelerin tek bir fagositoz yetenegindeki hiicre tarafindan
yutulmast olarak tanimlanan temel bagisiklik tepkimesidir (Lavine ve Strand 2002,
Borges vd. 2008, Brivio vd. 2010). Fagositoz organizmaya disardan yabanci bir
organizmanin girmesiyle baslatilir (Gupta 1985, Gillespie vd. 1997, Marmaras ve
Lampropoulou 2009) ve fagosite edilecek organizmanin yiizeyinde bulunan yiizey
tanitict molekiiller veya opsoninler gibi fagosite edilecek partikiilii isaretleyen proteinler
araciligi ile yabanci organizma taninir ve fagositoz i¢in isaretlenir. Fagositlerin yalanci
ayaklar ile hiicre i¢inde alinan yabanci organizma fagozom igerisine alinir ve burada
lizozom enzimleri ve NADPH oksidazlar araciligi ile olusturulan siiperoksit radikalleri
tarafindan parcalanarak ortadan kaldirilirlar (Tojo vd. 2000, Lavine ve Strand 2002).

Nodiiller, organizmaya giren ¢ok sayida yabanci partikiiliin etrafin1 kusatmis
halde bulunan, melanize olmus veya bazi durumlarda melanize olmamis ¢ok sayida
hemositin kiimeleserek meydana getirdigi yapilardir (Rowley ve Ratcliffe 1981, Tunaz
2004). Boceklerde nodiilasyon yiiksek konsantrasyonda abiyotik madde veya ¢ok
sayidaki bakteri, mantar ve protozoaya kars1 olusturulan ve esas olarak ¢ok sayidaki
graniilosit ve plazmatositlerin rol oynadigi savunma mekanizmasidir. Nodiil
olusumunda siserek graniilositlerden hemolenfe ¢ikan graniiller yapiskan bir yapi
olusturarak nodiil olusturulacak hedefi tutarlar ve daha sonra plazmatositler bu yapiya
tutunarak yassilasmig bir hiicre tabakasi meydana getirir. Fenoloksidaz aktivitesi
nedeniyle yapt melaninleserek koyu bir renk alir ve nodiil olusumu bu sekilde
tamamlanir. (Ratcliffe ve Gagen 1977, Lavine ve Strand 2002, Tunaz 2004).

Baslica graniilositler ve plazmatositlerin rol aldigr enkapsiilasyon olay1

hemositlerinin kendilerinden daha biiyiik boyuttaki yabanci maddelere kars
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olusturduklart bir immiin tepkidir (Gupta 1985, Richards ve Edwards 2002). Hemositler
hemolenf dolagimi sirasinda rastgele veya kemotaksis sonucu yabanci maddeye temas
eder. Sonrasinda nodiilasyonda oldugu gibi graniilositler tarafinda tutularak
plazmatositler bolgeye ¢ekilir, etrafinda yassilasmis ¢ok yogun hiicre tabakasi olusan

kapsiiliin etrafinda olusturulan melanizasyonla kapsiil olusumu son bulur ve patojen

ortadan kaldirilmis olur (Schmidt vd. 2001, Lavine ve Strand 2002).

1.5. Galleria mellonella (L.) (Biiyiik Balmumu Giivesi)

Lepidoptera ordosuna ait bocekler tarimda zararlara neden olan bdcekler
arasinda 6nemli bir gruptur. Galleria mellonella (L.) Lepidoptera ordosuna ait 6zellikle
larval evrede bal arilar1 kolonilerine zarar veren bir tirdiir (Ellis vd. 2013). An
kovanlarinda petekleri yiyerek bal ve polen olusumunu engelledikleri gibi ar1 neslinin
devamliligin1 da engellerler (Desalegne 2001). Disi G. mellonella bireyleri ari
kovanlaria girdikten sonra kovanin ulagilmasi zor bolgelerine yumurtalarini birakirlar
ve yumurtalar karanlik ortamda 3 giin ig¢inde agilarak peteklere en fazla zarar veren
larva formunu olustururlar. Larvalar petekleri besin olarak kullanirlar ve kovanda
oyuklar agarak kullanilamaz hale getirirler. Alt1 evreden olusan larva evresini pupa ve
yaklagsik 1-2 haftalik pupa evresini ise ergin evreleri takip eder (Ramarao vd. 2012, Ellis
vd. 2013).

G. mellonella birgok parazitoid bocegin laboratuvar ortaminda kitle halinde
tiretilmesi i¢in son derece uygun bir konak olmakla birlikte (Buyukguzel 2001),
ekonomik zararlarindan dolay1 bir¢ok arastirmaci tarafinda yasam dongiisii, biyolojisi,
davranigi, fizyolojisi, molekiiler biyolojisi ve miicadelesi ile ilgili ¢aligmalar yapilmistir
(Sharma vd. 2011). Bunun yaninda gesitli fizyolojik, genomik ve proteomik
calismalarinda model organizma olarak kullanimi olduk¢a yaygindir (Ellis vd. 2013,
Neumann vd. 2013, Dietemann vd. 2013, Kayis vd. 2015).

Son yillarda c¢esitli insan enfeksiyonlar1 ve patojenlerine karst yapilan
calismalarda memeli model organizmalarin (fare ve sicanlar) kullanimindaki etik
problemler, yiiksek altyapt ve techizat ihtiyaci, tecriibeli teknik eleman destegi
gerektirmesi ve yiiksek maliyet gibi bazi1 sorunlar alternatif model organizma arama

ihtiyact dogurmustur (Mylonakis vd. 2007, Vilcinskas 2011).
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G. mellonella larvalarinin &zellikle mikrobiyal enfeksiyon ¢alismalarinda
alternatif model organizma olarak kullanimi son yillarda ¢ok yaygin hale gelmistir. Tsai
vd. (2016), veritabanlarinda yaptiklart arastirmalarinda G. mellonella’nin  model
organizma olarak kullanildig1 binden fazla arastirma oldugunu ve bunun iki yiizden
fazlasinin 2014-2015 yillar1 arasinda yapildigini belirtmislerdir. Geleneksel memeli
model organizmalarla karsilastirildiginda G. mellonella larvalarinin model organizma
olarak kullanilmasi daha ekonomik olmasi, bakiminin kolay olmasi, yetistirilmesinde
Ozel laboratuvar ve techizatlara gereksinim duyulmamasi, yasam dongiisiiniin kisa
olmasi, diger bocek modellerine gore larva boyutunun biiyiikligii (2-4 cm) ve hemolenf
stvisinin miktariin (20-50 pL) tekrarlayan uygulamalar i¢in yeterli olmasi, insanlardaki
patojen caligmalar1 i¢in son derece uygun olan 37°C’ de yasayabilmesi ve etik
problemlere neden olmamasi bakimindan biiyiik avantaj saglamaktadir (Kavanagh ve
Fallon 2010, Junqueira 2012, Fallon vd. 2012, Mylonakis vd. 2012, Ramarao vd. 2012,
Banville vd. 2012, Kayis vd. 2015,).

Diger omurgasizlar gibi G. mellonella larvalari da kazanilmis bagisiklik
sisteminden yoksun olup, yapilan ¢alismalar sahip oldugu dogal immdiin sisteminin yap1
ve isleyis bakimindan memelilerle 6nemli o6l¢iide benzerlik gosterdigini ortaya
cikarmigtir (Fallon vd. 2011, Krautz vd. 2014).

Memelilerde ve boceklerde mikroorganizmalarin viicuda girmesinde ilk
savunma hattt memelilerde epidermis iken boceklerde kiitikiil tabakasidir. Boceklerin
barsaklarinda bulunan mikrovilluslar memelilerdekine benzer sekilde mikrobiyal
toksinlere karsi reseptorlere sahiptir. Patojenlere karst antimikrobiyal peptidlerle
olusturduklart humoral bagisiklik yaniti ve plazmatosit ve graniilosit adi verilen
hemositlerle gerceklestirilen fagositoz yetenekleri memelilerdeki kazanilmis bagisiklik
ve makrofajlarla yapilan fagositoz ile biiyiik benzerlik tagimaktadir (Hoffmann 1995,
Scully ve Biodochka 2006, Kavanagh ve Reeves 2007, Krautz vd. 2014). Bunlarin
yaninda boceklerde kazanilmis bagisiklik sistemindeki gibi  hiicre adezyonu,
antimikrobiyal direng, doku degradasyonu ve oksidatif strese karsi adaptasyon gibi
yangi siireci i¢in temel komponentler larva ve memelilerde benzerlik gostermektedir
(Kavanagh ve Reeves 2004, Lemaitre ve Hoffmann 2007).

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda bu tez calismasinin amaci yeni nesil bir

insektisit olan imidaklopridin model organizma olarak siklikla kullanilan G.
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mellonella’da enzimatik antioksidan savunma sistemine ait bazi enzimler (SOD, CAT)
immiin sisteme ait hiicresel savunma sistemi (toplam hemosit sayisi), lipid
peroksidasyon diizeyi (MDA) ve bazi biyokimyasal parametrelere (protein, karbohidrat

ve lipid) etkilerini ortaya ¢ikarmaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Nath (2000), Bombyx mori’ de karbohidrat metabolizmasi tizerine
organofosforlu insektisitlerin etkilerini arastirmistir. Yaptigi calismada bocegin yag
doku ve hemolenfinde insektisitlerin toksik etkisinin olusturdugu stres kosullarinda
karbohidrat metabolizmasinin 6nemli dl¢lide etkilendigini gostermistir.

Buyukguzel (2006), Pimpla turionellae ve onun parazitoidi olan G.
mellonella’da organofosforlu bir insektisit olan malathionun bazi biyokimyasal ve
gelisimsel etkilerini arastirdigi ¢alismasinda malathionun G. mellonella’da pupa
olusumunu, P. turionellae’ da ise ergin birey olusumunu azalttigini belirtmis, ayni
zamanda insektisitin her iki bocekte de MDA olusumunun dolayisiyla lipid
peroksidasyonunu arttirdigini rapor etmistir.

Sak vd. (2006), sipermetrinin P. turionellae’nin erginlerinde total protein, total
lipit ve total glikojen seviyelerinin 6nemli Olgiide azalmasina neden oldugunu, bu
etkinin bocegin cinsiyetine gore degisiklik gosterdigini ve disilerin erkeklere oranla
daha fazla etkilendigini belirtmistir.

Suhail vd. (2007). Coccinella septempunctata larvalarinda abamektinin
graniilosit ve sferiil kan hiicrelerinin sayilarinda artiglara neden oldugunu, bunun
yaninda prohemositler ve plazmatositlerin sayilarinda ise azalmalara neden oldugunu
belirtmis, bu artis ve azalmalarin toplam hemosit sayisina azalma seklinde yansidigini
gostermistir.

Kissoum ve Soltani, (2016), Drosophila melanogaster’de sfiromesifenin
karbohidrat ve glikojen miktarlarinda 6nemli Olgiide azalmaya neden oldugunu
belirtmisglerdir.

Kapoor vd. (2010), imidaklopridin disi ratlarda antioksidan enzim aktiviteleri ve
lipid peroksidasyonu iizerine etkilerini arastirdiklari ¢alismalarinda, giinde 5 ve 10 mg
imidakloprid ile beslenen ratlarda SOD, CAT, GPx enzimleri ve GSH ile lipid
peroksidasyon diizeylerine onemli bir etkide bulunmadigini, bununla birlikte 20
mg/kg/glin imidakloprid uygulanan boceklerde karacigerde SOD, CAT, GPx, GSH ve
lipid peroksidasyon diizeylerinin, beyinde SOD, CAT ve GPx’in ve bdbrekte ise lipid

peroksidasyon diizeylerinin 6nemli dl¢iide degistigini belirtmistir.
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Santos vd. (2016), imidaklopridin subletal dozlarinin Euschistus heros’un yasam
siiresi ve verimliligi ilizerine etkilerini arastirdiklart g¢alismalarinda imidaklopridin
yiiksek seviyede hiicre hasarlarina neden oldugunu, omiir uzunlugunu 6nemli Olcilide
azalttigin1 fakat tireme performansini kontrol grubuna goére 6nemli ol¢iide artirdigini
gostermislerdir.

Kapoor vd. (2011), disi ratlarda imidaklopridin ovaryum morfolojisi, hormonlar
ve antioksidan enzimler iizerine etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda, insektisit
uygulanan ratlarda ovaryum agirligmin  6nemli Ol¢lide azaldigini, patolojik
degisikliklere neden oldugunu, hormon ve antioksidan enzimler (SOD, CAT, GPx)
tizerine Onemli etkileri oldugunu GSH ve lipid peroksidasyonunu onemli Olgiide
degistirdigini gdstermislerdir.

VVohra ve Khera (2015), imidaklopridin ratlarda bazi hayatsal organlarda
mikromorfoloji ve bazi anahtar enzimler lizerine olan etkilerini aragtirmiglardir. F1
doliinde alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), asit fosfataz
(ACP) ve alkalin fosfataz (ALP) enzim aktivitelerinin yiiksek dozlarda énemli Glgiide
arttigini, asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin ise plazma ve beyinde dnemli
Olciide azaldigin1 gostermislerdir.

Al Hariri ve Anjum (2001), Deltametrin ve lambda siyalotrinin ¢ol ¢ekirgesinde
toplam hemosit sayisina etkilerini arastirdiklarr ¢alismalarinda insektisit uygulamasini
takip eden 30 dakikada toplam hemosit sayisinda 6nemli bir artis gozlendigini, bir saat
sonunda ise toplam hemosit sayisinda azalma gercgeklestigini belirtmisler, ¢alismadan
genel sonu¢ olarak insektisitin toplam hemosit sayisim azalttigi  sonucunu
cikarmiglardir.

George ve Ambrose (2004), Rynocoris kumarii’de monokrotofos, dimetoat,
metilparation ve quinalfosun toplam hemosit sayisinda artisga neden oldugunu
gostermislerdir.

Halawa vd. (2007), Schistocera gregaria’da Klorozanin %350 oraninda,
deltametrinin %18.3 ve spinosadin %8.3 oraninda toplam hemosit sayisinda azalmaya
neden oldugunu gostermistir.

Ribeiro ve Brehelin (2006), bocek kan hiicrelerinin say1 ve tiplerinin tiire ve

bocegin gelisim evrelerine gore 6nemli degisiklikler gosterdigini belirlemislerdir.
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Teleb (2011), S. gregaria’da gesitli insektisit dozlarinin toplam hemosit sayilari
ve farkli hemosit sayilari iizerine etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda disi ve erkek
bireylerde toplam hemosit sayilarinin insektisit etkisiyle azaldigini belirtmistir.

Zhu ve arkadaslart (2012) Spodoptera litura’da 0.1, 0.5, ve 1.2 pg/mL
hekzafloranin konsantrasyonlarinin farkli larval evrelerde etkilerini arastirmislar, 5. evre
larvalarinda 24 saatlik verilerde toplam hemosit sayisinin dnemli olgiide arttirdigi
saptamislardir. 96 saatlik verilerde ise subletal konsantrasyonlarin hemositlerde normal
hiicre ¢gogalmasinin 24 saatlik uygulama ile ayni diizeyde oldugu tespit edilmistir.

Kurt ve Kayis (2015), deltametrinin G. mellonella larvalarinin hemositleri {izerine
olan etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda bes tip hemosit gdézlemlemisler, toplam
hemosit sayilariin deltametrinden 6nemli Slgiide etkilendigini gostermislerdir. Deney
periyodunun 72. saatinde yiiksek deltametrin konsantrasyonlarinda (50, 100 ve 150 ug)
toplam hemosit sayisinin kontrol grubuna gére dnemli Ol¢lide azaldigini, 96. saatte ise
100 ve 150 pg deltametrin konsantrasyonlarinda toplam hemosit sayisinin 6nemli
Olclide arttigim1 gostermislerdir. Ayrica yiiksek dozlarda hemositlerde mikroniikleus
olusumunun indiiklendigini belirtmislerdir.

Gessa vd. (2006), Macrobrachium rosenbergii’ de karbosiilfanin hematolojik
parametrelere etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda toplam hemosit sayisinin 6nemli
Olciide azaldigini, kan hiicrelerinde morfolojik deformasyonlarin meydana geldigini,
ayrica hemolenf glukoz seviyesinin 72. saatte artip 96. saatte dnemli Ol¢iide azaldigini,
hemolenf protein diizeyinin ise kontrol grubuna gore Onemli Olgiide arttigim
gostermislerdir.

Brandt vd. (2016), neonikotinoid insektisitler thiacloprid, imidacloprid ve
clothianidin immun bilesenlere etkilerini bal aris1 Apis mellifera’da arastirmislardir.
Thiacloprid ve imidaclopridin hemosit yogunlugunu, enkapsiilasyon olusumunu ve
antimikrobiyal aktiviteyi 6nemli 6l¢iide azalttigini, clothianidin ise yalnizca yiiksek
dozlarda etki gosterdigini belirtmiglerdir.

Fatima vd. (2016), thiacloprid ve imidaclopridin Helicoverpa armigera’da
hemositler iizerine etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, toplam hemosit sayisinin 3.
evre larvalarinda uygulamanin hemen sonrasinda arttigini, yarim saat sonra azaldiginm

ve bir saatlik siire sonunda tekrardan artis gosterdigini belirtmislerdir.
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Piri vd. (2014), spinosadin Glyphodes pyloalis (Walker)’ de bazi biyokimyasal
parametrelere etkilerini arastirdiklari c¢aligmalarinda 5. Evre larvalarinda spinosadin
LCi0, LCy, LC3p Ve LCy dozlarinin artan konsantrasyona paralel olarak karbohidrat
miktarin1 6nemli dl¢iide azalttigini, LCyo konsantrasyonunun lipid miktarini arttirdigini
ve LCjy, LCs Ve LCyg dozlarinin ise lipid miktarinda artisa neden oldugunu, protein
miktarinin ise LC3q Ve LCyg dozlarinda 6nemli 6l¢iide azaldigini belirtmislerdir.

Mirhaghparast vd. (2015), Chilo suppressalis (Walker) da hexaflumuronun
immiin sistem ve metabolizma lizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda toplam
hemosit sayisinin, nodiil olusumunun ve fenoloksidaz aktivitesinin onemli Olciide
arttigini, bunun yaninda trigliserit, protein ve glikojen miktarlarinin zamana bagl olarak
onemli degisiklikler gosterdigini belirtmislerdir.

Choi vd. (2001) yilinda doérdiincii evre Chironomus riparius Mg. larvalarinda
fenitrothionun hipoksiya, hiperoksiya ve potasyumun enerji metabolizmasi iizerine olan
etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda, fenitrotionun elektron tasima sisteminin
aktivitesinde 6nemli degisikliklere neden oldugunu bunun yaninda lipid ve glikojen
miktarinda 6nemli azalmalara yol actigini oldugunu gostermistir.

Parakash vd. (2007) yilinda yaptiklari ¢alismalarinda Penfluronun Dysdercus
koenigii disi ve erkeklerinde uygulamadan 72 ve 96 saat sonra toplam hemosit
sayilarinda 6nemli 6l¢iide azalmalara neden oldugunu gostermislerdir.

Champion vd. (2016), G. mellonella’nin mikrobiyolojik ve toksin ¢alismalarinda
model organizma olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

Tsai vd. (2016), bakteri kaynakli hastaliklar ve antimikrobiyal ila¢ ¢aligsmalar1 igin

G. mellonella’nin enfeksiyon modeli olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

18



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Imidacloprid (N-{1-[(6-Chloro-3-pyridyl)methyl]-4,5- : Bayer

dihydroimidazol-2-yl}nitramide)

Sodyum karbonat (Na,CO3)

Sodyum Hidroksit (NaOH)

Bakir Siilfat (CuSQOy)

Stlfiirik Asit (H2SO4)

Sodyum Siilfat (Na;SO4)

Kloroform (CHCIs)

Metanol (CH3;OH)

Vanilin (CgHgOs)

Fosforik Asit (H3PO,)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
Nitroblue Tetrazolium (NBT)

Si1gir Serum Albiimin (BSA)

Bakir Kloriir (CuCly)

Hidrojen Peroksit (H,0,)
Fenilthiourea kristali (C;HgN>S)
Ksantin, (CsH4N4O)

Ksantin Oksidaz; (EC): 1.17.3.2.
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQO,)
Sodyum dihidrojen fosfat (Na;HPO,.2H,0)
Trikloroasetik asit (TCA)
Tiyobarbiturik asit (TBA)

Sodyum Potasyum Tartarat (KNaC4H40¢-4H,0)
Folin Ciocalteu’s Ayiraci

Antron
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: Sigma
: Sigma
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
. Sigma
: Sigma
: Sigma
. Sigma
. Sigma
: Sigma
: Sigma
. Sigma
: Merck
: Merck
. Sigma
. Sigma
: Merck
: Sigma
: Sigma



Misir Yagi

Giemsa (Giemsa Azure Eosine Methylene Blue)

Asetik asit (CH3COOH)
Potasyum kloriir (KCI)
Kalsiyum kloriir (CaCly,)
Sodyum kloriir (NaCl)

: Sigma
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck
: Merck

Tauber-Yeager Soliisyonu (0.005 g kristal viole, 0.12 mL :

asetik asit, 0.11 g CaCly,, 0.15 g KClI, ve 4.65 g NaCl)

Kristal viole

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Analitik terazi
Spektrofotometre

-80°C Derin Dondurucu
Su banyosu

Sogutmali Masatistii Santrifiij
Genel Amacli Santrifiyj
Otomatik Pipetler
Mikroskop

Isiticili manyetik Karistiric
Homojenizator

Buz makinasi

Saf su cihazi

pH Metre

Buzdolab1

Analitik Terazi

Vortex

Ependorf tiipleri

Neubauer Lami

Deney tiipleri
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: Merck

: Ohaus

: Shimadzu UV-1800

: New Brunswick U570

: Daihan Wisd WB22

- Hettich Universal 320 R
: Hettich Eba 21

: Gilson

: Olimpus CX21

: Daihan Wisd MSH-20A
: Daihan

: Scotsman AF-80

: Millipore Rios 8

: Thermo Orion 2 Star

: Vestel BZP-XL3442W
: Ohaus

: Labart MSV-1

: Isolab

: Isotherm

: Isolab



3.1.3. Stok kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve deney boceklerinin elde edilmesi

Farkli konsantrasyonlara sahip imidakloprid’in G. mellonella larvalar
tizerindeki antioksidan enzim parametreleri, lipid peroksidasyonu, protein, lipid,
karbohidrat diizeyleri ve hemositlere olan etkisinin arastirildigt bu c¢alismada G.
mellonella larvalart 30+2 °C sicaklik ve %65+5 neme sahip, 24 saat karanlik ortam
kosullarda Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen yar1 sentetik besin ile yetistirilen

ergin bireylerden elde edilmistir. Deneylere baslamadan once imidakloprid’in G.

mellonella larvalari i¢in 96 saatlik LDsg degerleri belirlenmistir.

Sekil 3.1 G. mellonella stok kiiltiir laboratuvari
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Sekil 3.2 Solda G. mellonella larva, pupa ve ergin evresi, sagda son evre larvalar

3.1.4. Kontrol ve deney gruplarinin olusturulmasi

G. mellonella larvalarinin beslenmesi igin kepek, bal, saf su, gliserin ve petekten
olusan besin bilesenleri bir kap icerisinde karistirildi. Hazirlanan besin kapaklar tel ile
cevrilmis 5Lt* lik cam kavanozlara alinarak {izerlerine G. mellonella ergin bireyleri
birakildi ve yumurta birakmalar1 saglandi. Yumurtadan ¢ikan larvalar son larval evreye
(250-350 mg) geldiklerinde buradan alinarak imidakloprid enjeksiyonu (Hamilton
mikro enjektdr) yapildr ve petri kaplarina alinarak 24, 48, 72 ve 96 saatlik gruplara
ayrildi. Biyokimyasal analizler i¢in kullanilacak larvalar bu siireler sonunda tartilarak -
80°C de analizler yapilincaya kadar saklandi. Toplam hemosit sayimi i¢in kullanilacak
larvalar ise yukarida bahsedilen siirelerin bitiminde hemen alinarak toplam hemosit
miktarlart sayildi.

LDso konsantrasyonlari belirlendikten sonra larvalara 0.25, 0.50, 0.75 ve 1
ulL/larva imidakloprid dozlarmin uygulanmasina karar verildi. Kontrol grubu ig¢in
Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen besinde yetistirilen ve saf su enjeksiyonu yapilan
bocekler kullanildi.
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Sekil 3.3 G. mellonella larvalarina imidakloprid enjeksiyonu

3.2. Yontem
3.2.1. Toplam hemosit sayisimin belirlenmesi

Hemolenf elde etme islemi i¢in larvalar -20°C de birkag dakika bekletildikten
sonra %95’ lik etanol ile silindi. Larvalar arka bacak listlinden ince u¢lu diseksiyon
ignesi ile delinip 5 uL hemolenf elde edildi. Hemolenf 1/10 oraninda Tauber-Yeager
¢ozeltisi (0.005 g kristal viole, 0.12 mL asetik asit, 0.11 g CaCl,, 0.15 g KCI, ve 4.65 ¢
NaCl) ile seyreltilerek ependorf tiiplerine aktarildi. Seyreltilmis hiicre siispansiyonu
mikropipet yardimiyla birkag¢ kez cekilip birakilmak suretiyle homojen hale getirildi ve
hiicre siispansiyonundan 10 pL mikropipet ile gekilerek Neubauer hemositometresine
(Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany) yiiklendi ve lam tizerindeki
1 mm? lik biiyiikk karenin igerisindeki hemositler Olympus CX21 marka 151k
mikroskobunda sayildi ve kaydedildi. Asagidaki formiil kullanilarak mililitredeki
hemosit sayisi belirlendi (Jones 1967).

Hiicre sayis1 / mL = 1 Biiyiik karedeki hiicre sayis1 x Sulandirma oran1 x 10*

23



3.2.2. Boceklerin homojenizasyonu

Protein miktari, antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA miktar1 tayini igin -80°C
de saklanan larvalar buz tizerine alinarak tizerlerine melaninlesmeyi 6nlemek igin birkag
fenilthioure kristali eklendi. 1/10 oraninda 50mM fosfat tamponu (pH 7,4) eklendikten
sonra 24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenizasyondan sonra tiipler +4 C°’ de,
10000 devir/dk da 30 dakika santrifiij edildi. Elde edilen silipernatant deneylerde
kullanildi.

Toplam karbohidrat ve lipid miktarlarinin belirlenmesi i¢in daha énceden alinan
ve -80°C’ de saklanan larvalar buz iizerine alinarak tizerlerine melaninlesmeyi 6nlemek
icin birkag fenilthioure kristali eklendi. Daha sonra iizerlerine 2 mL sodyum siilfat ilave
edilen ornekler homojenizator ile dakikada 24000 devirde homojenize edildi. Elde
edilen homojenat iizerine 8 ml kloroform/metanol (1/2) ¢ozeltisi eklendi ve +4 C°’ de,
10000 devir/dk da 10 dk santrifiij edildi. Santriifiij islemi sonrasinda elde edilen

siipernatant toplam karbohidrat ve toplam lipid miktarlarinin belirlenmesinde kullanildi.

3.2.3. Toplam protein miktarmn tayini

Protein miktarinin analiz edilmesinde Lowry vd. (1951) tarafindan gosterilen
yontem kullanilmistir. Analiz icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve spektrofotometrik
okuma islemleri Kayis (2010)’ da agiklandig1 sekilde yapilmistir.

Protein miktarinin mg/mL cinsinden ifade edilmesi i¢in %1’ lik BSA (Sigma; A-
2153) protein standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve spektrofotometrede (Shimadzu UV-
1800) 750 nm’ deki absorbsiyon degerleri Olgiilerek protein standart grafigi elde
edilmistir. Deneylerden elde edilen veriler standart Sl¢iimiinden elde edilen regresyon
denklemine yerlestirilerek boceklerin protein miktarlar: elde edilmistir. Bu deger bocek

agirliklarina boliinerek mg/100mg protein olarak ifade edilmistir.

3.2.4. Toplam karbohidrat miktarinin tayini

Karbohidrat miktarinin tayininde Van Handel (1985a)’ in gelistirmis oldugu

yontem kullanilmigtir. Standart grafigi elde etmek icin Once saf haldeki glikojenden
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(Sigma G-8751) hazirlanan ¢ozelti seri sulandirma ile seyreltilerek farkli
konsantrasyonlarda glikojen igeren ¢ozeltiler elde edilmistir. Bu standart ¢ozeltilerin
absorbanslar1 spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 625 nm dalga boyunda
okunmus ve ¢ozeltilere ait bir regresyon denklemi elde edilmistir. Orneklerden 200 uL
almarak Van Handel (1985a) metoduna gore okunmus, elde edilen absorbanslar
regresyon denkleminde yerine konularak boceklerin karbohidrat miktarlar1 hesaplanmis

ve mg/100mg olarak ifade edilmistir.

3.2.5. Toplam lipid miktarinin tayini

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

Lipit degerlerinin hesaplanmasi i¢in dnce % 0.1’ lik misir yagindan stok ¢ozelti
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden kloroform/metanol (1/2) karigimi kullanilarak seri
seyreltmeler yapilmis ve farkli konsantrasyonlarda lipid iceren ¢o6zelti serisi
hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozeltilerin absorbanslart Van Handel (1985b)’in gosterdigi
yonteme gore spektrofotometrede (Shimadzu UV 1800) 525 nm dalga boyunda
okunarak bir lipid standart grafigi elde edilmistir. Orneklerin lipid miktarlarinin
belirlenmesinde 200 pL 6rnek alinarak Van Handel (1985b) metoduna gore okunmus,
elde edilen absorbans degerleri regresyon denkleminde yerine konulmus ve total lipid

miktar1 mg/100mg olarak ifade edilmistir.

3.2.6. SOD enzim aktivitesinin tayini

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin tayininde Sun vd. (1988) tarafindan
gelistirilen yontem kullanilmigstir. Yontemde kullanilan reaktif ¢ozeltisinin hazirlanmasi,
spektrofotometrik okuma islemi ve SOD enzim aktivitesinin hesaplanmasi1 Kayis (2010)
da agiklandig1 sekilde yapilmustir. Orneklerin SOD aktiviteleri U/mg protein cinsinden

ifade edilmistir.
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3.2.7. CAT enzim aktivitesinin tayini

Katalaz enzim aktivitesinin Olglilmesinde Aebi (1984) tarafindan gosterilen
metod uygulanmuistir. Spektrofotometrik okuma islemi, ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve
CAT enzim aktivitesinin hesaplanmasi Kayis (2010)’da gosterildigi sekilde yapilmistir.
CAT enzim aktivitesi U/mg protein seklinde ifade edilmistir.

3.2.8. MDA miktarmnin tayini

Malondialdehid miktarinin tayini Bar-Or vd. (2001) tarafindan gelistirilen
metoda gore yapilmistir. Buna gore siipernatanttan 250 pl alinarak iizerine 125 pL
%20 lik TCA ilave edilmis ve 15000 devirde +4 °C de 30dk santrifiij edilmistir. Daha
sonra 200 pL %0,8 TBA ilave edilen ornekler kanstirilarak 90 °C deki sicak su
banyosunda 60dk bekletilmistir. Bu silire sonunda sogutulan Ornekler 525nm de
spektrofoteometrik yontemle kore karst (250 pL saf su, 125 pL TCA ve 200 uL TBA)
okunmustur. Absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine konularak MDA diizeyleri

nmol/mg protein cinsinden verilmistir.

Hesaplama:

A= K ( Konsantrasyon) x 1 (Isik yolu) x € (Ekstinksiyon katsayis1)
K = A (Okunan absorbans)/ 1 x € (1,56. 10> M ™ cm ™) = nmol / mg protein

3.2.9. Verilerin degerlendirilmesi

Antioksidan enzim aktiviteleri, protein, karbohidrat ve lipid miktarlar1 ile MDA
diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan deneyler farkli zamanlarda beser kez, toplam
hemosit sayisinin belirlenmesi i¢in yapilan sayma islemi 10 kez tekrarlanmis, her
serinin her tekrarindan elde edilen veriler SPSS 20.00 istatistik analiz programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler i¢in Student-Newman Keul’s
(SNK) testi uygulanmustir. Ortalamalar arasindaki fark 0.05 olasilik seviyesinde P

degerinden biiyiik oldugu zaman 6nemli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Imidaklopridin G. mellonella’ min Toplam Protein Miktarma Etkileri

Imidaklopridin farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’ mn toplam protein
miktarma etkileri Cizelge 4.1’ de gosterilmistir. 24. ve 48. saatlerde G. mellonella
larvalarinda protein miktarlar1 imidaklopride bagli olarak 6nemli bir degisiklik
gostermezken, 72. saatten itibaren Ozellikle yiiksek dozlarda larvalarin protein
miktarlarinin azalmasina neden olmustur. 72. saatte kontrol grubunda 3.501 mg/100 mg
olan protein miktar1 1.00 pg imidakloprid enjekte edilmis larvalarda yaklasik %20
oraninda azalarak 2.797 mg/100mg olarak hesaplanmistir. 96. saatte ise kontrol
grubunda 4.601mg/100mg olan protein miktar1 0.75 ug ve 1.00 ug imidakloprid enjekte
edilmis larvalarda onemli Ol¢lide azalarak sirasiyla 3.812 mg/100mg ve 2.496

mg/100mg olarak bulunmustur.

Cizelge 4.1 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin toplam protein
miktarma etkileri

PROTEIN

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

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

Kontrol 3.279+0.176a  3.888+0.271a 3.501+0.212a  4.601+0.133a
0.25 ng 3.288+0.129a  3.467+0.222a 3.699+0.050a  4.406+0.157a
0.50 ug 3.055+0.225a  3.735+0.160a 3.640+0.173a  4.995+0.291a
0.75 ng 3.103+£0.231a  3.205%0.049a 3.553+0.127a  3.812+0.065b
1.00 pg 3.114+£0.280a  3.572+0.052a 2.797+£0.034b  2.496+0.131c¢

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

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam protein
miktarina zamana baglh etkileri Cizelge 4.2 de gosterilmistir. Kontrol grubunda, 0.25
ve 0.50 pg imidakloprid uygulanan gruplarda total protein miktarlari yalnizca deney
periyodunun son giinii olan 96. saatte dnemli Ol¢lide artis gostermistir. Diger gilinler

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamustir. 0.75 pg imidakloprid enjekte edilen
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larvalarda 24, 48 ve 72. saatler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunamamakla
birlikte 96. saatteki verilere gore protein miktar1 24 ve 48. saatlere gore dnemli dlciide
artmistir. Larvalara en yiiksek konsantrasyon olan 1.00 ug imidakloprid enjekte
edilmesi durumunda ise 24, 48 ve 72. saatler arasinda bir fark gozlenmezken, 96. saatte

toplam protein miktar1 24 ve 48. saatelere gore onemli dl¢iide azalmistir.

Cizelge 4.2 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin toplam protein
miktarina zamana bagli etkileri

PROTEIN

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

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

Kontrol 3.279+0.176y  3.888+0.271y 3.501+0.212y 4.601+0.133x
0.25 pg 3.288+0.129y  3.467£0.222y  3.699+0.050y  4.406+0.157x
0.50 pg 3.055+0.225y  3.735+£0.160y  3.640+0.173y  4.995+0.291x
0.75 ug 3.103£0.231y  3.205+0.049y  3.553+0.127xy  3.812+0.065x
1.00 pg 3.114+0.280xy 3.57240.052x  2.797+0.034yz  2.496+0.131z

*: X, y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

4.2. imidaklopridin G. mellonella’ mn Lipid Miktarina Etkileri

G. mellonella larvalarinda imidaklopridin toplam lipid miktarina konsantrasyona
bagh etkileri Cizelge 4.3° de gosterilmistir. Total lipid miktarlar1 deney periyodunun ilk
giiniinden itibaren imidaklopridden 6nemli 6l¢giide etkilenmistir. 24. saatte 0.75 ve 1.00
ng imidakloprid enjekte edilen larvalarda toplam lipid miktar1 kontrol grubu ve diger
konsantrasyonlara gore onemli dl¢lide azalirken, bahsi gegen konsantrasyonlar arasinda
istatistiksel bir fark bulunamamistir. Kontrol grubunda 48. saatte 4.524 mg/100mg olan
lipid miktar1 konsantrasyona bagli olarak dnemli dl¢iide azalmalar gostermistir. 0.25 ve
0.50 pg imidakloprid konsantrasyonlarinda yaklagik %10 azalarak sirasiyla 4.098
mg/100 mg ve 4.089 mg/100 mg degerlerine diismistiir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise
(0.75 ve 1.00 pg) lipid miktarlarindaki azalma sirasiyla %42 (2.614mg/100 mg) ve %48
(2.337 mg/100 mg) olarak gerceklesmistir. Deney periyodunun 72. saatindeki veriler
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incelendiginde tiim imidakloprid konsantrasyonlarinda toplam lipid miktarlar1 kontrol
grubuna goére 6nemli Olglide azalmistir. Yiiksek imidakloprid konsantrasyonlari olan
0.75 pg ve 1.00 pg konsantrasyonlarda total lipid miktarlarindaki azalma 0.25 pg ve
0.50 pg imidakloprid konsantrasyonlarina gore yaklasik olarak %34 bulunmustur. 96.
saatte kontrol grubunda 6.438 mg/100mg olan toplam lipid miktar1 denenen tiim
imidakloprid konsantrasyonlarinda 6nemli 6lglide azalmis ve sirasiyla 4.654 mg/100mg;

4.513 mg/100 mg; 3.343 mg/100 mg ve 2.015 mg/100 mg olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.3 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipid
miktarma etkileri

LIPID
(mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(OrtStd) (Ort£Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 4.659+0.052a 4.524+0.087a 5.582+0.080a  6.438+0.094a
0.25 ng 4.663+0.066a 4.098+0.072b 3.580+£0.073b  4.654+0.045b
0.50 ng 4.431+0.103a  4.089+0.077b 3.519+0.046b  4.513+0.135b
0.75 ng 3.202+0.193b 2.614+0.144c 2.3394+0.097c  3.34340.026¢
1.00 pg 2.933+0.153b  2.337+0.029d 2.32940.064c  2.015+0.028d

*:a, b, ¢, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki ayni harfi i¢eren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin  G. mellonella’nin toplam lipid
miktarina zamana bagh etkileri Cizelge 4.4° de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24.
saatte 4.659 mg/100mg olan lipid miktar1 48. saatte 6nemli bir degisiklik gostermezken,
72 ve 96. saatlerde kontrol ve 24. saate gore dnemli 6l¢iide artarak 5.582 mg/100 mg ve
6.438 mg/100 mg degerlerine ylikselmistir. 0.25 pg, 0.50 pg ve 0.75 pg imidakloprid
enjekte edilen larvalarda 48 ve 72. saattelerde lipid miktarlar1 benzer sekilde 24. saate
gore Onemli Olciide azalmig, 96. saatte ise tekrar artarak 24. saatteki degerlere
yiikselmistir. Verilerde 24 ve 96. saatler arasinda istatistiksel bir fark bulunamamustir.
En yiiksek konsantrasyon olan 1.00 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarin toplam

lipid miktarlar1 incelendiginde 24. Saatte 2.933 mg/100 mg olan toplam lipid miktar1 48,
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72 ve 96. saattlerde onemli Ol¢iide azalarak sirasiyla 2.337 mg/100mg; 2.329 mg/100
mg; ve 2.015 mg/100 mg olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.4 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipid
miktarina zamana bagli etkileri

LIPID
(mg/100mg)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort+Std)
Kontrol 4.659+0.052z  4.524+0.087z  5.582+0.080y 6.438+0.094x
0.25 ng 4.663+£0.066x  4.098+0.072y  3.580+0.073z 4.654+0.045x
0.50 ng 4.431+£0.103x  4.089+£0.077y  3.519+0.046z 4.513+0.135x
0.75 ng 3.202+0.193x  2.614+0.144y  2.339+0.097z 3.343+0.026x
1.00 pg 2.933+0.153x  2.337£0.029y  2.329+0.064y  2.015+0.028y

*: X, y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

4.3. Imidaklopridin G. mellonella’ nin Toplam Karbohidrat Miktarina Etkileri

Imidakloprid farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin toplam protein
miktarma etkileri Cizelge 4.5° de gosterilmistir. Deney periyodunun 24. Saatinde
kontrol grubunda 4.139 mg/100 mg olan karbohidrat miktar1 0.25 pg ve 0.50 ng
imidakloprid  konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklik
gostermezken, yliksek konsantrasyonlar olan 0.75 pg ve 1.00 pg imidakloprid
konsantrasyonlarinda 6nemli 6lgiide azalarak 2.917 mg/100 mg ve 2.996 mg/100 mg
olarak hesaplanmistir. 48 ve 72. saatlerde en diisiik konsantrasyon (0.25 pg) disindaki
tim imidakloprid konsantrasyonlarinda toplam karbohidrat miktar1 kontrol grubuna
gore onemli dl¢iide azalirken, 0.25 pg imidakloprid konsantrasyonunda kontrol grubuna
gore Oonemli bir fark gdzlenmemistir. Deney periyodunun son giinii olan 96. Saatte
toplam karbohidrat miktar1 denenen tiim imidakloprid konsantrasyonlarina onemli
Olclide azalmistir. Bahsi gecen periyotta konrtol grubunda 5.015 mg/100 mg olan
toplam karbohidrat miktari en yiiksek konsantrasyon olan 1.00 pg imidakloprid enjekte
edilen larlavarda yaklagik olarak %63 azalarak 1.824 mg/100 mg degerine diismiistiir.
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Cizelge 4.5 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam
karbohidrat miktarina etkileri

KARBOHIDRAT
(mg/100mg)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 4.139+0.047a 4.171£0.045a 4.338+0.145a 5.015+0.099a
0.25 ng 4.110+£0.040a  4.200+0.037a 4.178+0.108a 4.489+0.058b
0.50 ng 4.084+0.075a 3.137+0.112b 3.008+0.044b 2.940+0.103¢
0.75 ng 2.917+0.056b  3.077+0.073b 2.758+0.118b 2.750+0.137¢
1.00 pg 2.996+0.013b  2.330+0.065¢ 1.895+0.047¢ 1.824+0.025d

*:a, b, ¢, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki ayni harfi i¢eren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam karbohidrat
miktarina zamana bagl etkileri Cizelge 4.6’ da gosterilmistir. Kontrol ve 0.25 pg
imidakloprid konsantrasyonunda toplam karbohidrat miktar1 yalnizca 96. saate diger
periyotlara gore onemli artiglar gostermistir. 0.50 pg imidakloprid enjekte edilen
larvalarda 48, 72 ve 96. saatlerde toplam karbohidrat miktari 24. saate gore onemli
Olgiide azalirken, 0.75 ug imidakloprid enjekte edilen larvalarda toplam karbohidrat
miktar1 zamana bagli olarak onemli bir istatistiksel farklilik gostermemistir. En ytliksek
konsantrasyon olan 1.00 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda 24. saatte 2.996
mg/100mg olan karbohidrat miktar: ilerleyen giinlerde 6nemli 6l¢iide azalarak sirasiyla

2.330 mg/100 mg; 1.895 mg/100 mg ve 1.824 mg/100 mg olarak bulunmustur.

31



Cizelge 4.6 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam
karbohidrat miktarina zamana bagl etkileri

KARBOHIDRAT
(mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 4.139+0.047y  4.171£0.045y  4.338+0.145y  5.015+0.099x
0.25 ug 4.110+0.040y  4.200+0.037y  4.178+0.108y  4.489+0.058x
0.50 pg 4.084+0.075x  3.137+£0.112y  3.008+0.044y  2.940+0.103y
0.75 ng 2.917£0.056x  3.077£0.073x  2.758+0.118x  2.750+0.137x
1.00 pg 2.996+0.013x  2.330+£0.065y  1.895+0.047z 1.824+0.025z

*: X, y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

4.4. Imidaklopridin G. mellonella’ mn SOD Enzim Aktivitesine Etkileri

Imidakloprid farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’ min SOD enzimi
aktivitesine etkileri Cizelge 4.7° de gosterilmistir. Deney periyodunun 24 ve 48.
saatlerinde G. mellonella larvalarinin SOD aktivitelerinde yalnizca yiiksek imidakloprid
konsartasyonlart olan 0.75 ug ve 1.00 pug imidakloprid enjekte edilen larvalardaki SOD
aktivitesinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak O©nemli Olglide arttigi
gozlenmektedir. 72. saatte elde edilen veriler incelendiginde tiim imidakloprid
konsantrasyonlarinda SOD aktivitesinin kontrol grubuna oranla dnemli dlglide arttigi,
kontrol grubunda 5.498 U/mg pr olan SOD aktivitesinin sirastyla 6.883 U/mg pr.; 6.898
U/mg pr.; 11.647 U/mg pr. ve 15.995 U/mg pr. seklinde artis gosterdigi gozlenmistir.
Deney periyodunun son giinii olan 96. saatte ise 0.25 ug imidakloprid konsantrasyonu
disindaki tiim konsantrasyonlarda SOD aktivitesinin kontrole ve 0.25 pg imidakloprid

konsantrasyonuna gore 6nemli 6l¢iide arttig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.7 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine etkileri

SOD
(U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort£Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std)
Kontrol 4.262+0.072¢ 5.115+£0.033¢  5.498+0.080d  6.464+0.046d
0.25 pug 4.33940.050c 5.130+0.014c  6.883+0.060c  6.577+0.212d
0.50 ug 4.73240.162bc ~ 5.184+0.116c  6.898+0.081c  9.275+0.344c
0.75 ng 5.037+0.288b 6.234+£0.167b  11.647+0.190b 12.507+0.113b
1.00 pg 9.475+0.063a 8.967+0.084a  15.995+0.290a 17.752+0.521a

*:a, b, c, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni siitundaki ayn1 harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine zamana bagl etkileri Cizelge 4.8” de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24.
saatte 4.262 U/mg pr. Olan SOD aktivitesi zamana bagli olarak 6nemli 6l¢lide artmis ve
sirastyla 5.115 U/mg pr.; 5.498 U/mg pr. ve 6.464 U/mg pr. olarak hesaplanmistir. 0.25
ug imidakloprid enjekte edilen larvalarda 24. saatte 4.339 U/mg pr. olan SOD aktivitesi
ilk 72 saatlik periyotta onemli Ol¢iide artmis, 96. saatte ise 72. saatteki verilere gore
onemli bir artis meydana gelmemistir. 0.50 pg imidakloprid konsantrasyonunda 24 ile
48. saateler arasinda SOD aktivitesinde istatistiksel olarak onemli bir fark olmamakla
birlikte 72. ve 96. saatlerde enzim aktivitesinde 6nemli artiglar meydana gelmistir. 0.75
ng imidakloprid enjekte edilen larvalarda SOD aktivitesi zamana bagl olarak 6nemli
ol¢iide artmis, 24. saatte 5.037 U/mg pr. olan aktivite diger periyotlarda 6.234 U/mg pr.;
11.647 U/mg pr ve 12.507 U/mg pr. olarak dl¢iilmiistiir. En yiiksek konsantrasyon olan
1.00 pg imidakloprid konsantrasyonunda 24 ve 48. saatler arasinda istatistiksel bir fark
olmamakla beraber 72. ve 96. saatlerde SOD aktivitesi dnemli 6lgiide artarak sirasiyla

12.507 U/mg pr. ve 17.752 U/mg pr. degerlerine ulagmistir.
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Cizelge 4.8 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine zamana bagl etkileri

SOD
(U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 4.262+0.072t  5.115+0.033z 5.498+0.080y 6.464+0.046x
0.25 ng 4.339+0.050z 5.130+0.014y  6.883+0.060x 6.577+0.212x
0.50 pg 4.732+0.162z 5.184+0.116z 6.898+0.081y 9.275+0.344x
0.75 ng 5.037+0.288t  6.234+0.167z 11.647+0.190y  12.507+0.113x
1.00 pg 9.475+0.063z 8.967+0.084z 15.995+0.290y  17.752+0.521x

*: X, Y, z, t harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

4.5. imidaklopridin G. mellonella’ mn CAT Aktivitesine Etkileri

Imidakloprid farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nmin CAT enzimi
aktivitesine etkileri Cizelge 4.9’ da gosterilmistir. Deney periyodunun 24. saatinde
kontrol grubunda 0.054 U/mg pr. olan CAT enzim aktivitesi 0.50 pg ve daha yiiksek
imidakloprid konsantrasyonlarinda konsantrasyon artisina paralel olarak 6nemli 6lgiide
artmig ve sirasiyla 0.058 U/mg pr.; 0.074 U/mg pr. ve 0.089 U/mg pr. olarak
Ol¢iilmiistiir. Benzer sekilde 48. saatteki verilen incelendiginde 0.25 pg imidakloprid
enjekte edilen larvalar ile kontrol grubu larvalar1 arasinda CAT aktivitesi bakimindan
istatistiksel bir fark olmamakla birlikte daha yiiksek dozlarda katalaz aktivitesi 6nemli
oOlglide artmustir. 72 ve 96. saatlerde ise denenen tiim imidakloprid konsantrasyonlarinda

CAT aktiviteleri kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢lide artiglar gostermistir.
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Cizelge 4.9 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin CAT enzim

aktivitesine etkileri

CAT
(U/mg protein)
Konsantrasyo 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
n (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 0.054+0.0008d 0.059+0.0010c  0.065+0.0010d  0.065+0.0008d
0.25 ng 0.056+0.0007d 0.057+0.0010c ~ 0.069+0.0010c  0.070+0.0013¢
0.50 png 0.058+0.0008¢c 0.064+0.0008b  0.071+0.0012¢  0.082+0.0005b
0.75 ng 0.074+0.0007b 0.064+0.0007b  0.085+0.0009b  0.085+0.0006b
1.00 pg 0.089+0.0008a 0.082+0.0011a  0.095+0.0011a  0.097+0.0010a

*:4, b, ¢, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort+£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin CAT enzim
aktivitesine zamana bagl etkileri Cizelge 4.10° de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24.
Saatte 0.054 U/mg pr. olan katalaz aktivitesi zamana bagli olarak artmakla birlikte 72 ve
96. saatler arasinda elde edilen verilerde istatistiksel bir fark bulunamamigtir. Bahsi
gecen giinlerdeki katalaz aktiviteleri 48. saate gore yine artiy gostermistir. Larvalara
0.25 pg imidakloprid enjekte edilmesi durumunda 24 ve 48. saatler arasinda CAT
aktivitesi bakimindan oOnemli bir fark bulunmamakla birlikte deney periyodunun
ilerleyen giinlerinde (72 ve 96 saat) CAT aktiviteleri 6nemli dl¢iide artarak sirasiyla
0.069 U/mg pr. ve 0.070U/mg pr. olarak olciilmiistiir. 0.50 pg imidakloprid enjekte
edilen larvalarda 24. saatte 0.058 U/mg pr. olan CAT aktivitesi zamana paralel olarak
onemli 6l¢iide artmis ve sirasiyla 0.064 U/mg pr.; 0.071 U/mg pr. ve 0.082 U/mg pr.
olarak Olcllmistiir. Yiiksek imidakloprid derisimleri olan 0.75 pg ve 1.00 pg
imidakloprid enjekte edilen larvalarda ise 72. ve 96. saatler arasinda 6nemli bir fark
bulunamamakla birlikte her iki konsantrasyonda da bahsi gecen giinlerdeki CAT
aktivitelerinin 24 ve 48. saatlere gore onemli dlgiide arttig1 goriilmektedir. Bahsi gecen
konsantrasyonlardan (0.75 pg vel.00 pg) elde edilen verilerde 48. saatteki CAT

aktivitesinin 24. saate oranla 6nemli 6lglide azaldig1 gortilmiustiir.
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Cizelge 4.10 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin CAT enzim
aktivitesine zamana bagl etkileri

CAT
(U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 0.054+0.0008z  0.059+0.0010y  0.065+£0.0010x  0.065+0.0008x
0.25 ng 0.056+0.0007y ~ 0.057+0.0010y  0.069+0.0010x  0.070+0.0013x
0.50 png 0.058+0.0008t  0.064+0.0008z 0.071+0.0012y  0.082+0.0005x
0.75 ng 0.074+0.0007y  0.064+0.0007z 0.085+0.0009x  0.085+0.0006x
1.00 pg 0.089+0.0008y  0.082+0.0011z 0.095+0.0011x  0.097+0.0010x

*: X, y, z, t harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayn1 satirdaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort+£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

4.6. Imidaklopridin G. mellonella’ nin MDA Miktarina Etkileri

Imidakloprid farkli konsantrasyonlariin G. mellonella’ nin MDA diizeylerine
etkileri Cizelge 4.11° de gosterilmistir. Deney periyodunun 24. saatinde kontrol
grubunda 18.30 nmol/mg protein olan MDA diizeyi 0.25 pg imidakloprid
konsantrasyonundan baslayarak kontrol grubuna gore 6nemli dlgiide artmistir. Bu artis
konsantrasyon artisina paralel olarak 48. saatte de gbzlenmistir. 72. saatte 0.25 ug ve
0.50 pg imidakloprid enjekte edilen larvalar arasinda MDA diizeyleri bakimindan
onemli bir fark gézlenmezken, tiim imidakloprid uygulanan larvalarin MDA diizeyleri
kontrol grubuna gére 6nemli artiglar gostermistir. Deney periyodunun son giinii olan 96.
saatte kontrol grubunda 17.86 nmol/mg protein olan MDA diizeyi konsantrasyon
artisina paralel olarak onemli Ol¢lide artmis ve sirasiyla 21.90 nmol/mg pr.; 25.70

nmol/mg pr., 35.68 nmol/mg pr. ve 38.17 nmol/mg protein olarak dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.11 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin MDA diizeyine
etkileri

MDA

(nmol/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 18.30+0.481d 17.85+0.346¢ 19.52+0.282d  17.86+0.267¢
0.25 ng 20.10£0.211¢  20.13+0.727d  23.28+0.309¢  21.90+0.330d
0.50 ng 20.53+0.376¢c  22.83+£0.614c  24.25+0.309c¢  25.70+0.212c
0.75 ng 24.35+0.241b  23.40+0.757b  28.51+£0.343b  35.68+0.410b
1.00 pg 30.50+0.497a  32.81+0.159a  35.22+0.487a  38.17+1.087a

*.a, b, ¢, d, e harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni siitundaki ayni harfi i¢eren
veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella nin MDA diizeylerine
zamana bagl etkileri Cizelge 4.12° de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24, 48 ve 96.
saatler arasinda MDA diizeyleri bakimindan 6nemli bir fark olmamakla birlikte 72.
saatteki MDA diizeyi diger periyotlara gore onemli dl¢lide artis gostermistir. 0.25 pg
imidakloprid enjekte edilen larvalarda 24 ve 48. Saatlerde elde edilen verilerde MDA
diizeyleri arasinda istatistiksel bir fark bulunamamistir. 72. saatte artarak 23.28
nmol/mg protein olan MDA seviyesi, 96. saatte 72. saate gore azalmakla birlikte 72. ve
96. saatlerdeki MDA diizeyleri 24 ve 48. saatlere gore onemli 6l¢iide artmustir. 0.50 ve
1.00 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda MDA diizeyleri zamana paralel olarak
onemli Ol¢iide artmistir. 0.75 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda ise bu artis 72.

saatte baglamis ve 96. saatte daha da artarak 35.68 nmol/mg protein degerine ulagmistir.
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Cizelge 4.12 Farkli imidakloprid konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin MDA diizeyine

zamana bagl etkileri

MDA

(nmol/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 18.30+0.481y 17.85£0.346y  19.52+0.282x  17.86+0.267y
0.25 ng 20.10+£0.211z 20.13+0.727z  23.28+0.309x  21.90+0.330y
0.50 pg 20.53+0.376t 22.83+0.614z  24.25+0.309y  25.70+0.212x
0.75 ng 24.35+0.241z 23.40+0.757z  28.51+0.343y  35.68+0.410x
1.00 pg 30.50+0.497t 32.81+0.159z  35.22+0.487y  38.17+£1.087x

*: X, Y, z, t harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler

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

4.7. Imidaklopridin G. mellonella’ nin Toplam Hemosit Sayisina Etkileri

Imidakloprid farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin toplam hemosit
sayisina etkileri Sekil 4.1° de gosterilmistir. 24. saatte kontrol grubunda 33x10* olan
toplam hemosit sayisi tiim imidakloprid konsantrasyonlarinda 6nemli 6l¢iide azalmakla
birlikte denenen konsantrasyonlar arasinda istatistiksel bir fark bulunamamustir. 48.
saatte tiim imidakloprid konsantrasyonlarinda toplam hemosit sayisi onemli Ol¢iide
azalmis, kontrol grubunda 35.75x10* olan hemosit sayisi sirasiyla 29.00x10%,
31.00x10* ve 22.25x10* olarak gerceklesmistir 72. saatteki veriler

31.00x10%,

incelendiginde yine tiim imidakloprid enjekte edilen larvalarin hemosit sayilarinin
kontrol grubuna goére azaldigi, bunun yaninda 0.25, 0.50 ve 1.00 pg imidakloprid
konsantrasyonlari
periyodunun son giinii olan 96. saate toplam hemosit miktar1 yalnizca en yiiksek
konsantrasyon olan 1.00 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda kontrole ve diger

konsantrasyonlara gore dnemli 6lgiide azalmustir.

arasinda
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istatistiksel bir fark olmadig

gorilmiistiir.

Deney



Konsatrasyona bagli hemosit sayisi

40,00

35,00
<
2 30,00 -
x
7 2500 - mKontrol
>
% 20,00 - m0.25 ug
.g 15.00 - @0.50 ug
§ 10,00 - m0.75 ug

5.00 - @1.00 pg

0,00 -

24 saat 48 saat 72 saat 96 saat
Zaman

Sekil 4.1 imidaklopridin G. mellonella larvalarmin toplam hemosit sayisina etkileri

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

Farkli imidakloprid konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam hemosit
miktarina zamana bagl etkileri Sekil 4.2° de gosterilmistir. Kontrol grubunda 24. saatte
33 x10* olan toplam hemosit miktar1 yalmzca 72. saatte onemli bir artis gostermistir.
Kontrol grubunda diger giinlerin kendi aralarinda karsilastirilmas1 sonucunda
istatistiksel bir fark bulunamamistir. 0.25 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda 24
ve 48. saatler arasinda istatistiksel bir fark gézlenmezken ilerleyen giinlerde hemosit
sayilar1 bahsi gegen giinlere oranla énemli dlciide artmuis ve sirasiyla 32.25x10* ve
32x10* olarak hesaplanmustir. 0.50 ve 0.75 pg imidakloprid enjekte edilen larvalarda
toplam hemosit sayilar1 bakimindan zamana bagli olarak istatistiksel bir fark
gozlenmemistir. En yiiksek konsantrasyon olan 1.00 pg imidakloprid enjekte edilen
larvalarda 24. saatte 20.50x10% olan hemosit sayisi 48. saatte 22.25x10* 72. saatte
20.25x10" ve 96. saatte ise 18 x10* olarak hesaplanmus, istatistiksel olarak yalnizca 48

ve 96. Saatlerde elde edilen veriler arasinda fark bulunmustur.
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Zamana bagl hemosit sayisi

x X X X

@24 saat
@48 saat
O 72 saat
@ 96 saat

Kontrol 0.25 ug 0.50 pg 0.75 ug 1.00 ug
Konsantrasyon

Sekil 4.2 imidaklopridin G. mellonella larvalarmin toplam hemosit sayisina zamana
bagl etkileri

*:x, v harfleri ortalamalar arasindaki farklari gostermektedir. Ayn1 konsantrasyonda ayni harfi igeren
veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Dort tekrarin ortalamasitstandart hata
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5. TARTISMA VE SONUC

Antioksidan enzimler serbest radikallerin olusumunu engelleyerek, olusan
radikalleri ortadan kaldirarak veya daha az zararli reaktif tiirlerine doniistimiini
saglayarak canlilar1 korurlar. Protein, lipid ve karbohidrat gibi biyomolekiiller canlinin
yasami i¢in mutlaka gerekli olan ve stres altindaki canlida miktarlarindaki
degisimlerden dolay1 biyolojik indikatdr olarak kullanilan molekiillerdir. Hemositler ise
immun sistemin énemli bir bileseni olup enkapsiilasyon ve nodiilasyon gibi reaksiyonlar
ile boceklerde viicuda giren zararlt maddelere karsi savunmasinda 6nemli rol oynarlar.

Sunulan ¢alismada imidaklopridin subletal konsantrasyonlarinin G. mellonella’
nin antioksidan savunma sistemine ait bazi enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyon
diizeyleri, toplam protein, lipid ve karbohidrat miktarlar1 gibi bazi biyokimyasal
parametreleri ile hiicresel savunma sisteminin énemli bileseni toplam hemosit sayisina
olan etkileri arastirilmistir.

Canlilarda bir miktar serbest radikal normal metabolizmanin bir pargasi olarak
siirekli olarak {retilir. Olusan serbest radikaller, canlinin sahip oldugu savunma
mekanizmalart tarafindan ortadan kaldirildigi miiddet¢ce canlinin yasami {izerine
herhangi bir olumsuz etki gostermez. Ksenobiyotik formunda viicuda alinan maddeler
bu serbest radikallerin olusumunda artisa ve antioksidan savunma sisteminde
aksakliklara neden olarak oksidatif strese yol agmaktadir (Serafini ve Del Rio 2004).

Ksenobiyotikler viicuda girdikten sonra monooksijenazlar (P450), hidrolazlar
veya glutatyon transferaz (GST) enzimlerince biyotransformasyona ugrarlar.
Biyotransformasyonda amag¢ bu bilesiklerin daha az zararli formlara doniistiiriilmesi
olup bu maddeler biyotransformasyon sonucunda daha da toksik formlara
doniisebilmektedirler (bioaktivasyon) (Onciier 2000, Vural 2005, Tsagkarakou vd.
2009).

Bu tiir ksenobiyotik ve onlarin aktive edilmis formlarinin serbest radikal
olusumunu artirarak oksidatif hasarlara neden oldugu bilinmektedir. Mercan (2004),
yaygin bir ksenobiyotik grubu olan pestisitlerin toksik etkilerinin gosterilmesinde
serbest radikal olusumunun 6nemli bir gosterge oldugunu belirtmistir.

Oxya chinensis (Li vd. 2005), Musca domestica (Zaman vd. 1994), Oreochromis

mossambicus (Venkateswara Rao 2006), G. mellonella (Dubovskiy vd. 2008) gibi
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canlilarda agir metaller, insektisitler ve bakterilerle deneysel olarak olusturulan stres
altinda antioksidan enzim aktivitelerindeki degismeler gosterilmistir.

Sunulan c¢alismada G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi, ilk 48 saatte
ozellikle yiiksek 0.75 ng ve 1.00 pg imidakloprid konsantrasyonlarinda artarken, maruz
kalma siiresinin artmasiyla 72 ve 96. saatlerde 0.50 pg imidakloprid konsantrasyonunda
da artis gergeklesmistir. Arastirmacilar pestisit toksisitesi altindaki oksidatif stres
kosullarinda siiperoksitdismutaz enzim aktivitesindeki artisin onemli bir reaksiyon

oldugunu belirtmislerdir (Adamski vd. 2003, Buyukgiizel 2009, Kayis vd. 2012).

Siiperoksit anyon radikali (O, ) molekiiler oksijene bir elektron eklenmesiyle ilk olarak
olusan ve SOD enzimi tarafindan ortadan kaldirilan bir reaktif oksijen tlirevidir
(Wickens 2001). Calismamizda SOD enzim aktivitesindeki bu artis, imidaklopridin
neden oldugu oksidatif stres sonucu, asir1 miktarda artan siiperoksit radikallerinin
ortadan  kaldirilabilmesi  i¢cin  enzimin aktivitesindeki bir artig  seklinde
degerlendirilmistir. SOD aktivitesindeki bu artis farkli bocek tiirlerinde ve farkli
insektisitlerle yapilan ¢alismalarda da benzer sekilde gergeklesmistir. Ornegin Adamski
vd. (2003) yilinda S. exigua 'da, Kayis vd. (2012, 2015) G. mellonella’ da, Aslanturk vd.
(2011) Lymantria dispar’da ve Al-Barty (2014) Sitophilus oryzae’de, Muthusamy ve
Rajakumar (2016) B. mori‘de insektisit toksisitesinin SOD enzim aktivitesini artirdigini
gostermislerdir.
Caligmamizda imidakloprid konsantrasyonlarimin diisiik oldugu durumlarda
SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuyla istatistiksel olarak ©6nemli bir fark
gostermedigi goriilmektedir. Ozellikle ilk 48 saatte 0.25 pg ve 0.50 pg imidakloprid
dozlarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda SOD enzim aktivitesi bakimindan
onemli bir fark bulunamamistir. Bu durum diisiik dozdaki insektisite kisa siire maruz
kalan boceklerde insektisite karst gozlenen diren¢ seklinde yorumlanabilecegi gibi,
diisiik konsantrasyonlardaki insektisitin zararl etkilerinin enzimlerin bazal aktivitesi ile
ortadan kaldirilabilecegi seklinde de yorumlanabilir (Mitchelmore vd. 1996, Baffi vd.
2005).
Katalaz enzimi, SOD enzimi ile siiperoksit radikallerinin reaksiyonunun {iriinii
olan ve yine bir serbest radikal olan H,O, nin su ve molekiiler oksijene indirgenmesini
saglayan ve bu sekilde hiicreleri oksidatif hasarlara kars1 koruyan bir enzimdir (Aebi

1984, Nordberg ve Arner 2001). Katalaz enzim aktivitesi direkt olarak H,O,’nin
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hiicresel konsantrasyonuna baglidir (Fornazier vd. 2002) ve enzimin Km degerinin
yiiksek olmasi, diigiik hiicresel H,O, konsantrasyonlarinda substrata kars: diigiik affinite
gosterememesine neden olur (Ahmad vd. 1991, Felton ve Duffey 1992, Ahmad 1992).

Calismamizda katalaz aktivitesinin 24 ve 48 saatlik periyotlarda en diisiik doz
disindaki dozlarda, 72. saatten itibaren ise tiim imidakloprid konsantrasyonlarinda CAT
aktivitesinin kontrol grubuna gdére dnemli dlgiide arttigir goriilmektedir. Konsantrasyon
ve maruz kalma siiresindeki artisa paralel olarak gozlenen bu katalaz enzim
aktivitesindeki artisin olusan H;O;’nin ortadan kaldirilmasi i¢in meydana geldigi
diistiniilmektedir. SOD enzim aktivitesindeki artis da géz Oniine alindiginda, SOD ve
stiperoksit radikali reaksiyonunun son iiriinii olan H,O, nin olusumunun artmasina bagl
olarak CAT aktivitesini artirdig1 sOylenebilir. Fakat bu durum i¢in kesin bir kaniya
varmak ancak olusan H,O, konsantrasyonun dogrudan 6l¢iilmesi ile miimkiin olacaktir.

Deneylerde uygulanan en diisik doz olan 0.25 pg imidakloprid
konsantrasyonunda deney periyodunun ilk 48 saatinde katalaz aktivitesinde kontrol
grubuna gore onemli bir fark olmamasi ve benzer sekilde veriler zaman bagli olarak
incelendiginde yiiksek imidakloprid konsantrasyonlarinda (0.75 pg ve 1.00 pg) 24.
saate gore olan verilerde belirlenen CAT enziminin aktivitesindeki azalmalar ilgi ¢ekici
bir durum olusturmaktadir. Bahsi gecen dozlarda ve periyotlarda olusan H,O;’nin in
ortadan kaldirilmasinda baska mekanizmalarin kullanildig: diistiniilmektedir. Yukarida
bahsedildigi gibi katalaz enziminin sahip oldugu yliksek Km degeri nedeniyle diisiik
substrat konsantrasyonlarinda etkisiz oldugu bilinmektedir. Felton ve Summers (1995),
G. mellonella’nin da dahil oldugu Lepidoptera ordosunda diisiik diizeydeki H,O,’nin
ortadan kaldirilmasinda dehidro askorbik asit rediiktaz ve askorbat peroksidaz gibi
enzimlerin 6nemli rol oynadigini belirtmislerdir. Deney periyodunun erken evrelerinde
(24-48 saat) ve disiik imidakloprid konsantrasyonunda (0.25 pg) gorillen CAT
aktivitelerindeki stabil durum ve azalmalarin, olusan H,O,’nin yukarida bahsedilen
APOX ve DHAR enzimleri tarafindan ortadan kaldirilmasi sonucu gergeklestigi
diistiniilmektedir. Konu hakkinda daha kesin bir kaniya varmak i¢in yukarida bahsedilen
her {i¢ enzimin aktivitesinin ve olusan H;O, konsantrasyonunun da olgiilebilecegi
ayrintili bir calismaya gereksinim duyulmaktadir.

Farkli insektisitlere maruz birakilan boceklerde de benzer sonucglar elde

edilmistir. Aslanturk vd. (2011) methidation uyguladiklar1 L. dispar larvalarinda, Kayis

43



vd. (2015) DDVP’ ye maruz birakilmig G. mellonella larvalarinda, Sohal vd. (2008) 2,4
diklorofenoksasetik asit uygulanmig Lipaphis erysimi nimflerinde ve Boulahbel vd.
(2015) azadiraktin uygulanmis D. melanogaster’de katalaz aktivitesinin benzer sekilde
degistigini gostermislerdir.

Lipid peroksidasyon diizeyleri siklikla coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA seviyesinin Ol¢iilmesiyle belirlenen ve
ksenobiyotiklerin hiicrelerde zararli etkilerinin gosterilmesinde kullanilan 6nemli bir
parametredir (Buylikguzel 2006, Emre vd. 2013, Kayis vd. 2015). Yapilan ¢alismalarda
G. mellonella’ da DDVP (Kayis vd. 2015) ve metil parathion ve malathion
uygulanmasindan sonra (Icen vd. 2005, Buyukguzel 2009), bunun yaninda farkli
boceklerde L. dispar’da methidation uygulamasindan sonra (Aslanturk vd. 2011) ve S.
oryzae’de metil avermektin uygulamasindan sonra (Hamza vd. 2014) MDA
seviyelerinde Onemli artislar gozlendigi belirlenmistir. Calismamizda imidakloprid
uygulanan larvalarda tiim periyotlarda MDA diizeylerinin kontrol grubuna gore énemli
Olglide arttigi ve bu artisin uygulanan imidakloprid konsantrasyonuyla genel olarak
paralellik gosterdigi goriilmektedir. Elde edilen sonuglar yukarida belirtilen farkl
insektisit ve bocek tiirlerinde elde edilen c¢alismalarla biiyiik Olgiide paralellik
gostermektedir.

Serbest radikallerin hiicrede proteinler, lipitler, karbonidratlar iizerine 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir (Damien vd. 2004, Song 2004). Sipermetrin uygulanmis P.
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 actifi oksidatif stres altinda, fizyolojik bir
adaptasyon sonucu protein katabolizmasmin uyarilmasi nedeni ile azaldigini
belirtmislerdir. Benzer sekilde Rashwan (2013), Abdel-Aal (2006), Spodoptera
littoralis’te subletal dozlardaki spinetoram ve chlorfluazuronun, Shaurub ve Abd-El
Aziz (2015) lambda cyalothrin ve lefunuronun Culex pipiens’te, Ali vd. (2014)
Rhyzopertha dominica’da deltametrinin total protein miktarini1 dnemli dlgiide azalttigini
belirtmislerdir. Sunulan calismada imidakloprid uygulan G. mellonella larvalarinda
yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda ve maruz kalma siiresinin artmasiyla (72. saatte

1.00 pg ve 96. saatte 0.75 pg ve 1.00 pg imidakloprid) protein miktarinda azalmalar
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gerceklesmistir. Elde edilen veriler toksik etkinin ortaya ¢ikmasinda onemli bir unsur
olan doz-maruz kalma siiresi arasindaki iliskiyi yansitmaktadir.

Bocekler yasamlart i¢in gereksinim duyduklari enerjinin biiyiik bir kismin
oncelikli olarak karbohidratlardan saglarlar (Lee vd. 2004, Chen ve Fadamiro 2006).
Calismamizda elde edilen verilerde imidaklopridin dozundaki artisa paralel olarak total
karbohidrat miktarinin 6nemli 6lgiide azaldigi goriilmektedir. Zamana bagli olarak
veriler incelendiginde ise kontrol grubu ve en diisiik doz olan 0.25 pg imidakloprid
konsantrasyonunda 96. saatte artan olan karbohidrat miktar1 en yiiksek doz olan 1.00 pg
imidakloprid konsantrasyonunda zamana bagli olarak azalma egilimine girmistir. Daha
onceki yapilan ¢aligmalar da elde edilen sonu¢larimizi desteklemektedir. Kissoum ve
Soltani (2016), D. melanogaster’ de spiromesifen uygulamasi sonucu, Elbarky vd.
(2008) ve Rashwan (2013), S. littoralis’te spinetoram uygulamasi sonucu, Abdel-Aal
(2006) ve Elbarky vd. (2008) S. littoralis’te chlorfluazuron ve spinosyn maruziyeti
sonucu ve toplam karbohidrat miktarlarinin benzer sekilde azaldigin1 gostermislerdir.
Nath (2000, 2002), B. mori’de fenitrotion ve ethionun karbohidrat metabolizmasinda
onemli degisikliklere neden oldugunu, glikojen miktarinin 6nemli 6l¢iide azaldigini
gostermistir. Benzer sekilde Fotouhi vd. (2015) Leptinotarsa decemlinata’da
priproksifenin glikojen miktarin1 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermislerdir. Nath (2002)
azalan glikojen miktarinin insektisitlerin toksik etkilerinden dolay: ener;ji ihtiyacindaki
artisin karsilanmasi icin fosforilaz ve trehalaz aktivitelerindeki artistan kaynaklandigini
One siirmiistiir. Calismamizda gozlenen karbohidrat miktarindaki azalma imidaklopridin
neden oldugu toksik stres sonucu artan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda
karbohidratlar1 6nemli 6l¢iide kullandig: fikrini uyandirmaktadir.

Lipidler, boceklerde besin olarak 6nemli bir enerji kaynagi olmasinin yani sira,
hormonlarin biyosentezinde, eseysel olgunluga ulasmada, yumurta ve sperm iiretiminde
rol oynamakla birlikte ayn1 zamanda yapisal bilesen olmasi nedeniyle 6nemlidir (Giron
ve Casas 2003, Mentel vd. 2003). Bocekler gereksinim duyduklart lipidleri biiyiik
oranda besinlerinden saglamakla birlikte, larval donemde depoladiklar: lipidleri ergin
donemde kullanabilirler veya protein ve karbohidratlardan da sentezleyebilirler (Werren
1987). Calismada imidakloprid uygulanmasindan sonra G. mellonella larvalarinda
goriilen lipid miktarindaki azalma Sipermetrin uygulanmig P. turionellae bireylerinde de

gozlemlenmistir (Sak vd. 2006). Benzer sekilde B. mori larvalarinda priproksifenin
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etkisiyle (Etebari vd. 2007), L. decemlinata’da priproksifen uygulanmasiyla (Fotouhi
vd. 2015), C. riparus’ta fenitrotion uygulanmasiyla ve Spodoptera littoralis’te farkli
insektisitlere maruziyet sonucunda lipid miktarlarnin 6nemli Ol¢lide azaldigi
belirlenmistir (Elbarky vd. 2008, Rashwan 2013). Sak vd. (2006) insektisitlerin neden
oldugu toksik etkinin enerji metabolizmasinda degisiklige neden oldugunu bununda
artan enerji ihtiyacini karsilamak icin lipid miktarinda azalma seklinde ortaya ¢iktigini
belirtmislerdir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar verilerimizi destekler nitelikte olup, lipid
miktarindaki azalmanin bocekte toksik stres altinda homeostazi saglamada ve bunun
icin gerekli olan enerji ihtiyaci igin kullanildigini diistinmekteyiz.

Insektisitler canlilarda protein, karbohidrat ve lipid gibi enerji kaynaklarinin
sentezini, kullanimin1 ve depolanmasini etkileyebilirler (Saleem vd. 1998). Insektisitler
gibi toksik maddeler viicuda alinimini takiben detoksifikasyon mekanizmalarinin
harekete gegmesiyle biyotransformasyona ugrayarak detoksifiye edilirler. Bu islemlerde
gorev alan detoksifikasyon enzimlerinin ve 1s1 sok proteinlerinin iiretilmesi ve toksik
maddelerin aktif olarak uzaklastirilmasi igin enerji gereksinimi oldukga fazladir (Choi
vd. 2001, Maryanski vd. 2002, Sak vd. 2006). Calismamizda gbzlenen toplam
karbohidrat ve lipid miktarlarindaki azalmanin toksik stres olusumuna neden olan
imidaklopridin detoksifiye edilmesi i¢in gerekli olan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda
kullanildig1 sonucuna varilmistir.

Bocek fizyolojisi ile ilgili ¢aligmalarda hematolojik c¢alismalar 6nemli bir yer
tutmaktadir (Sabri ve Tariq 2004). Hemositler fagositoz, enkapsiilasyon, nodiil olusumu
gibi immiin sistem ile ilgili gorevlerinin yani sira metabolitlerin detoksifikasyonunda,
besin maddelerinin ve hormonlarin tasinmasinda da 6nemli rol oynarlar (Patton 1983).

Boceklerde farkli hemosit tipleri tanimlanmis olup, hemosit sayilar1 bocek
ordolarina, bocegin gelisme evresine gore farkliliklar gostermektedir (Riberio ve
Brehelin 2006, Giglio vd. 2008). Daha o6nce yapilan ¢alismalarda hemositlerin
sayilarinin ve hemosit tiplerinin pestisitler, agir metaller ve bakteriyal infeksiyonlar gibi
ekzojen faktorler ve ugma, kosma gibi fiziksel stres faktorlerinden etkilendigi
gosterilmistir (Dubovskiy 2008, Ittoop vd. 2009, Adamo 2010, Mello vd. 2011, Kurt ve
Kayis 2015). Kurt ve Kayis (2015), Galleria mellonella ile daha 6nce yaptiklar
caligmalarinda bdcegin prohemositler, plazmatositler, graniilositler, sferulositler ve

oenositler gibi hemosit tiplerine sahip oldugunu gostermislerdir.
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Sunulan ¢alismada G. mellonella’nin toplam hemosit sayist (THS) imidakloprid
enjeksiyonundan 6nemli dlcilide etkilenmis, ilk 72 saatlik periyotta tiim imidakloprid
konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore azalmistir. 96. saatte ise yalnizca en yiiksek
doz olan 1.00 ug imidakloprid konsantrasyonunda hemosit sayis1 bakimindan 6nemli bir
azalma so6z konusudur. Zamana bagli veriler incelendiginde ise 0.50 ve 0.75 g
imidakloprid konsantrasyonu disindaki dozlarda hemosit miktarlarinda 6nemli
degismeler gozlenmistir.

Hemositlerde, bocek viicuduna giren patojenlerle veya toksik maddelere karsi
savunma iglevini yerine getirirken nekroz ve apoptoz gibi mekanizmalarla 6liimlerinin
gerceklesebildigi ve toksik maddelerin hemositlerin mitotik indekslerini degistirebildigi
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Pech ve Strand 2000, Teramoto ve Tanaka 2004).
Calismamizda elde edilen veriler daha once farkli insektisit ve bocek tiirleriyle yapilan
calismalarla paralellik gostermektedir. L. vannamei’de permetrinin toplam hemosit
sayisint dnemli Olclide etkilemedigi fakat pyrazosulfuron-ethyl icerikli insektisit olan
Talcord’un toplam hemosit sayisint 6nemi Olgiide azalttigi gosterilmistir (Mello vd.
2011). Halawa vd. (2007), S. gregaria’da klorozan, deltametrin ve spinozatin, Parakash
vd. (2007), D. koenigii’ de penfluronun, Abd-El Aziz ve Awad (2010) Agrotis ipsilon
larvalarinda dimilinin toplam hemosit sayillarim1 kontrole gore Onemli oranlarda
azalttigin1 belirtmislerdir. Brandt vd. (2016), bal arilarinda yaptiklar1 c¢alismalarinda
neonikotinoid grubu insektisitler olan thiacloprid ve imidaklopridin hemosit
yogunlugunu, enkapsiilasyon reaksiyonunu ve antimikrobiyal aktiviteyi onemli dl¢iide
azalttigin1 gostermislerdir. Bunun yaninda insektistlerin hemositler iizerine olan etkileri
sayilarindaki degisimlerle smirli degildir. Sendi ve Salehi (2011), methopren
uyguladiklart Papilio demoleus’ta ve Sabri ve Tariq (2004), farkli insektisitler
uyguladiklart Aulacophora foveicollis’te hemositlerde meydana gelen patolojik
degisikliklere deginmisler, hiicre membraninda ve sitoplazmada morfolojik bozukluklar
ve niikleuslarinda anormalliklerin gézledigini belirtmislerdir. Kurt ve Kayis (2015) G.
mellonella’ da deltametrinin hemositlerde mikroniikleus olusumunu indiikledigini,
Tripathi vd. (2007), insektisitlerin apoptotik hiicre sayisint artirdigint gostermislerdir.
Rajak vd. (2015) hedef dis1 organizma D. melanogaster’ de plazmatosit ve lamellosit
sayisinin acephate maruziyeti sonucu azaldigini, bu azalmanin oksidatif stres altinda

apoptozun indiikklenmesinden veya mitoz bdliinmede goriilen basarisizliktan
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kaynaklanabilecegini belirtmistir. ~ Daha Once yapilan c¢alismalarda goéz Oniine
alindiginda insektisit uygulamasindan sonra toplam hemosit sayisindaki azalmanin
insektisitin genotoksik etkisine bagli olarak artan apoptosiz oraniyla veya azalan mitotik
indeksle baglantili oldugunu diisiinmekteyiz. Fakat bu konuda kesin bir kaniya varmak
icin enkapsiilasyon ve nodiill olusumu gibi immiinolojik parametrelerin, elektron
mikroskobu ve floresan mikroskobu gibi ileri goriintiileme tekniklerine sahip
mikroskoplarla yapilacak apoptoz ve mitotik indeksin goézlemlenebilecegi ayrintili
caligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Sonug olarak imidakloprid G. mellonella’da toksik etki olusturarak enzimatik
antioksidan sistem ve hiicresel bagisiklik sisteminin dnemli bir bileseni olan hemositler
lizerine Onemli etkilerde bulunmustur. Antioksidan enzimlerin aktivitesinde artislara
neden olmakla birlikte, artan MDA diizeyleri artis gz oOniline alindiginda membran
lipidlerinde oksidatif hasarlara neden oldugu belirlenmistir. Ayrica bdcegin enerji
metabolizmas1 lizerine etki ederek oOzellikle karbohidrat ve lipidlerin Sentezini ve
kullanimini énemli lgiide etkilemistir. Onemli bir hiicresel bagisiklik bileseni olan
hemosit sayilarin1 azalmasina neden olarak bdcekte immiin sistem {izerine olumsuz
etkide bulunmustur.

Elde edilen sonuglar yeni nesil bir insektisit olan imidaklopridin antioksidan
savunma enzimleri, protein, lipid ve karbohidratlar gibi 6nemli biyoenerji kaynaklar1 ve
hemositler gibi 6nemli bir immiin sistem komponenti lizerine olan etkilerini G.
mellonella gibi memelilere alternatif omurgasiz hayvan modeli olarak kullanilan bir
model organizmada gostermesi bakimindan énemlidir.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki, yeni nesil bir insektisit grubuna dahil
olan imidakloprid zararli boceklerle miicadelede etkin bir iiriin olmakla birlikte, hedef
dis1 canlilar lizerine de potansiyel etkili olmasindan dolay: bilingli kullanilmas1 gereken

bir insektisittir.
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