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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

DIMETHOATE UYGULAMASININ BUYUK BAL MUMU GUVESI Galleria
mellonella L. LARVALARINDAKI BAZI BIYOKIMYASAL
PARAMETRELER UZERINE ETKISI

Ahmet GUNAY

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Dog¢. Dr. Mustafa COSKUN
Yil: 2017, Sayfa: 51

Jiiri : Dog. Dr. Mustafa COSKUN
: Dog. Dr. Tamer KAYIS
: Dog. Dr. Hikmet Yeter COGUN

Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L’nin lipid, karbonhidrat, protein,
malondialdehit (MDA) miktar1 ile antioksidan enzimlerden katalaz (CAT) ve siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi ilizerine farkli dimethoate (10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml)
oranlarinin toksik etkisi aragtirildi. Dimethoate hamilton enjektorii kullanilarak larvalara
uygulandi. Biyokimyasal parametreler spektrofotometre kullanilarak tespit edildi.

Karbonhidrat, lipid ve protein miktar1 tiim zamanlarda yiiksek dimethoate
konsanrtasyonlarinda (75 ve 100 pg/ml) konrtole gore onemli derecede diigmiistiir.
MDA miktar1 doz artisina bagli olarak denenen tiim dimethoate enjeksiyonlarinda
Olclim yapilan tim zamanlarda artmistir (24, 48, 72 ve 96 saat). Diisiik dimethoate
oranlarinda Katalaz ve SOD aktivitesi diisiik dimethoate konsantrasyonlarinda kontrole
gore artarken yiiksek konsantrasyonlarda azalmastir.

Sonu¢ olarak MDA miktar1 dimethoate kontaminasyonuna bagli olarak model
organizma Galleria mellonella larvalarinda giivenilir bir biyomarkir olarak
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Dimothoate, Enzim, siiperoksit dismutaz, lipid, Galleria
mellonella.
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Master Thesis

EFFECTS OF DIMETHOATE APPLICATION ON SOME BIOCHEMICAL
PARAMETERS OF THE GREATER WAX MOTH Galleria mellonella L.
LARVAE
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Year: 2017, Number of Pages: 51
Jury : Assoc. Prof. Dr. Mustafa COSKUN
: Assoc. Prof. Dr. Tamer KAYIS
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The toxic effects of different dimothoate rations (10, 25, 50, 75 and 100 pg/ml)
were investigated on the amount of lipid, protein, carbohydrate, malondialdehyde
(MDA) of the larvae of greater wax moth Galleria mellonella L. and on the activity of
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) which are antioxidant enzyme.
Dimothoate were injected into G. mellonella larvae using a hamilton syringe. The
biochemical parameters were measured using spectrophotometric methods.

The amount of protein, lipid and carbohydrate significantly lowered in the high
concentrations of dimothoate (75 and 100 pg/ml) at all times. We found that all
different concentration of dimothoate injection resulted in gradually increased the MDA
contend at 24, 48, 72 and 96 hours. MDA contend increased in a dose-dependent.
Although SOD and catalase enzyme activity were increased at low dimethote (10, 25,
50 pug/ml), the ativity of SOD and catalase tended to decrease at high level of dimethate
(75 and 100) compared with the control.

MDA content can be used as a reliable biomarkir of dimothoate contamination
in model insect G. mellonella.

Keywords: Dimothoate, enzyme, superoxide dismutase, lipid, Galleria mellonella
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1. GIRIS

Tarim potansiyeli yiiksek olan iilkelerde tarimsal {irtinlerin verimliligi tilke
ekonomisi agisindan ¢ok oOnemlidir. Tarim {iriinlerinin verimliligini artirmak i¢in
pestisitler yogun olarak kullanilmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda asil amag pestlerle
(zararlilarla) miicadele ederek besinleri korumak, glinlimiiz toplumunda insanlarin besin
ihtiyaclarin1 olmast gereken kalitede karsilamaktir. Tarimsal miicadelede pestisit
kullanimi 1940’11 yillardan itibaren baslanmistir (Gultekin vd. 2001). Pestisit
kullanimryla bir yandan toplumun temel ihtiyaglarina yonelik amaglar, diger yandan
ekonomik amaglar gergeklestirilmek istenir ancak bu uygulamalarin olumsuz yan
etkilerinin oldugu da bir gercektir. Bu noktada esas amaclardan bir tanesi de yapilan
uygulamalarda hedefte olmayan canlilar i¢in olasi yan etkileri minimum seviyeye
indirmek ve sadece hedef organizmalarin (zararlilarin) etkilenmesini saglamaktir.

Pestisit tarimsal alanda zararlilarla miicadelede kullanilabilen her tiirlii kimyasal
olarak tarif edilebilir. Zararlhilar1 kontrol altina almak, engellemek, azaltmak amaciyla

kullanilabilen kimyasal bir madde, viriis, bakteri gibi araclar pestisit 6rnegi olabilir.

1.1. Antioksidan Enzimler

Tiim canli hiicrelerinde meydana gelen ¢esitli metabolik olaylar ve mitokondride
enerji iiretilmesi sirasinda baslica reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve diger bazi oksidanlar
olusmaktadir. Antioksidan savunma sistemlerinin etkin olmalarindaki en Onemli
Ozelliklerinden biri de sistemin tiim bilesenlerin reaktif oksijen tiirlerine yonelik
birbirleriyle uyumlu bir sekilde gorev almalaridir. Bu uyumlu g¢alisma neticesinde
antioksidan enzimler hiicresel dengenin saglanmasinda hayati bir 6nem tasir. Normal
durumlarda canlilardaki ROS’ un olusumu ve etkisinin azaltilip uzaklastirilmasi arasinda
bir denge s6z konusudur. ROS olusumunun daha fazla olmasi halinde organizmada
oksidatif stres ortaya ¢ikar. Oksidatif stresin engellenebilmesi i¢in siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR) ve glutatyon-S-transferaz (GST) gibi
enzimatik antioksidan savunma sistemleri faaliyet gosterir (Almeida vd. 2007).

SOD, katalaz, GR gibi antioksidan enzimler serbest radikallerin zararl etkilerine

kars1t hiicresel sistemleri korurlar (Kehrer 1993). Bu antioksidan enzimler serbest



radikallerin DNA, protein, lipid gibi hiicresel yapilara zarar vermemesi igin hiicre
kompartmanlari arasinda gecisleri dnleyebilmektedir.

Oksijenli solunum yapan biitiin canli hiicrelerde SOD bulunur. SOD, siiperoksit
radikali anyonunu hidrojen peroksit ve oksijene doniisimiinii katalize ederek bu
radikallerin etkisini azalttig1 i¢in oksidatif strese karsi faaliyet gosteren antioksidan
enzim savunma sistemlerinin 6nemli yapilaridir (Pisochi ve Pop 2015).

Gelismis yapili hiicrelerin peroksizomlarinda ve sitozolde bulunan katalaz, SOD
enziminin faaliyeti ile siiperoksit radikali anyonunun etkisinin azaltilmasi reaksiyonu
sonucu olusan hidrojen peroksitin molekiiler oksijen ve suya donilisiimiinii katalizleyen
onemli bir enzimdir (Van der Oost vd. 2003).

Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu reaksiyonunda okside formuna doniisen
glutatyonun tekrar kullanilabilmesi i¢in rediikte GSH’a dontistiiriilmesi gerekmektedir.
Glutatyon rediiktaz NADPH varlifinda glutatyon disiilfiti tekrar rediikte glutatyona
(GSH) gevirir (Hermes-Lima ve Zenteno-Savin 2002).

1.2. Dimethoate’nin Yapisi ve Ozellikleri

Zararli bocekler icin kullanilan pestisitler genel olarak insektisit olarak
adlandirilir. Dimethoate (O, O-dimethyl S-methylcarbamoylmethyl Phosphorodithioate)
zararlhilarla miicadelede kullanilan organofosforlu bir insektisittir (Sekil 1.1). 1956
yilinda ruhsatlandirilmis olup zeytin gilivesi, yaprak biti, aga¢ sar1 kurdu gibi zararhilara
karst miicadelede kullanilir. Genel Ozellikleri Cizelge 1.1’de verilen dimethoate,
organofosforlu bir insektisit olup viicuda mide yolu, solunum yollar1 ve diger

organofosforlular gibi dermal yolla emilim seklinde niifuz edebilir (Marutirao 2013).

=
HaC 7
HzC—oO S SHas
NH

O

Sekil 1.1. Dimethoate’nin yapisal formiilii.



Dimethoate’nin 6zellikleri;

Cizelge 1.1. Dimethoate’nin 6zellikleri (URL 1)

Kimyasal Formiilii CsH12NO3sPS,

Molekiil Agirlig 229,3 gr/mol

Parlama Noktas1 (°C) 107

Erime Noktasi (°C) 52

Kaynama Noktas1 (°C) 108

Yogunluk 1,28 gr/icm3

Coziintirlik Suda az (25 gr/lt), organik c¢oziiciilerde farkli oranda
¢Oziiniir.

Fiziksel Gorliniimii Kristal

Renk Beyaz

Koku Kendine 6zgii bir kokusu var.

Mikroorganizmalarin kisa siire i¢erisinde parcalamasi sayesinde dimethoate nin
topraktaki kalicihigr yiiksek degildir ve yarilanma Omrii 4-16 gilin arasinda
degismektedir. (Kidd ve James 1991). Dimethoate toksik etkisini organizmalarda
genellikle sindirim kanali yollari, inhalasyon ve dermal yollar ile gosterir (Gallo ve

Lawryk 1991).

1.3. Biyomarkir (Biyobelirte¢) ve Biyoindikator

Geg¢misten giiniimiize genel bir degerlendirme yapildigina artan insan aktivitesi
sonucu tarimsal, evsel ve endiistriyel bazli ¢ok sayida yabanci madde karasal ve sucul
ekosistemi 6nemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu ortamlarda tespit edilen yabanc1 maddeler;
herbisitler, agir metaller, fungusitler, fenoller, polistrenler, dioksinler gibi yapilardir. Bu
kirletici maddeler bulunduklar1 ortamlardaki canli gruplarinda ciddi hasarlara neden
olmaktadir. Bu etkilenmeler biyoindikator ve biyobelirteg (biyomarkir) olarak
adlandirilan organizma veya siiregler kullanilarak analiz edilebilmektedir.

Biyomarkirlar hastalik veya saglik hallerindeki degisiklikleri gosterebilen
patolojik durumlarin belirlenmesini saglayan cesitli biyolojik siireclerin gostergeleridir
(Hewitt vd. 2004, Tesch 2010). Organizmada goriilen ksenobiyotiklerin neden oldugu
¢ok sayida biyokimyasal degisiklik biyomarkir olarak kullanilabilir (Bernet vd. 1999).



Ornek olarak kolinesteraz enziminin aktivitesi, agir metallerin ve organofosforlu
pestisitlerin sularda olusturdugu kirliligin  belirlenmesinde biyomarkir olarak
kullanilmaktadir (De La Torre vd. 2002). Biyomarkir terimi 1989 yilinda US National
Academy of Sciences Report’ da ilk defa kullanilmigtir. Bu kavrami WHO (Diinya
Saglik Orgiitii) canli organizmalarda ortaya c¢ikan hastaliklarn etkilerinin veya
sonuclarinin tahmini i¢in viicutta dlciilebilir olan her bir madde, yap1 ve siirecler olarak
tanimlamustir. Bu tanim AGIT (Avrupa Giivenlik ve Is Birligi Teskilat1) gibi dnemli
teskilatlar tarafindan da kabul edilmektedir (Akay 2004). Ulusal Kanser Entitiisi
tarafindan biyomakerler; kan ve viicut sivilar1 veya dokularda bulunan normal veya
anormal bir durumun ya da hastaligin gostergesi olan biyolojik bir molekiil olarak
tanimlanmaktadir (Mobasheri ve Cassidy 2010).

Biyoindikatorler ekosistemde yasayan bazi spesifik tiir veya tiir gruplarini igerir.
Biyoindikatorler bulunduklar1 ¢evredeki kirletici, zararli maddeleri kendi doku ve
organlarinda biriktiren spesifik bitki ve hayvan tiirleridir. Biyoindikatér seciminde
cevreye 0zgl spesifik tiirler ve bolgeye 6zgili sorunlar1 temsil edecek tiir gruplar tercih
edilmelidir (Holt ve Miller 2010). Ideal biyoindikatdrler canlilarin; taksonomik
smiflandirilmas: kolay, genis ve kozmopolit bir dagilima sahip, hareketliligi az olan,
ekolojik ozellikleri iyi bilinen, sayisal agidan bol, laboratuvar calismalarina adapte
edilebilen ve cevresel stres etkenlerine duyarl tiirler olmast gerektigi belirtilmistir (Li

vd. 2010).

1.4. Galleria mellonella L. (Biiyiik Bal Mumu Giivesi) Kiiltiirii

Zararhilarla miicadelede daha etkili sonuclara ulasabilmek icin zararli tiiriin
biyolojik yapisi, yasayabilecegi optimal kosullar, ilgili yapilara zarar verme yolu,
larvanin gelisim siirecleri ve larva integlimenti hakkinda bilgi sahibi olunmas1 biiylik
avantaj saglar. G. melonella L. aricilik faaliyetleri yapilan bolgelerde bu faaliyetleri
engelleyen ve lirlin kalitesini diisiiren, lepidoptera takiminin Pyralidae familyasina ait
zararli canli grubudur. G. mellonella disi erginleri gece, 1518in olmadig1 karanlik
zamanlarda bal aris1 kovanlarina girerek peteklerin oldugu bdlgelere yumurtalarini
birakip kovani terk eder. Yumurtadan ¢ikan larvalar ¢esitli ¢atlaklarin oldugu bolgelerde

koloniler olustururlar. Zamanla gelisen ve giiclenen biiyiilk bal mumu giivesi larvalar



petegi besin olarak kullanirken ayni zamanda zayif ar1 kolonilerine saldirarak zarar
verirler.

Diisiik rakimli ve iliman iklimi olan bélgeler G. mellonella kiiltiirii i¢in en
elverigli yasam kosullaridir. Biiyiikk bal mumu giivesinin ergin, pupa ve yumurta
evresindeki bireyleri bal peteklerinde zarara neden olmazken larva evresindeki bireyleri
uygun sicaklik, nem ve besin olan ortamlarda bal peteklerine farkli oranlarda zarar
vermektedirler. Biiyiik bal mumu giivesi ortam sicakliginin 4 °C’nin {izerinde ve nemin
%70 civarinda oldugu ortam sartlarinda gelismekte, peteklerin i¢ kisimlarinda tiineller
acarak petegin kullanilamaz bir hale gelmesine sebep olmaktadirlar (Ritter vd. 1992,
Haewoon 1995).

Galleria mellonella’min yasam dongiisii yumurta evresi, larva, pup ve ergin
evrelerinden olusur. Yumurtadan ¢ikan G. mellonella larvalari baslangigta beyaza yakin
bir renkte olup ¢ok hareketli bir yapidadir. Uygun besin ortaminda gelisimlerini
tamamlarken gri tonlarina dogru renk degisimi gozlemlenir. Larvalar bulunduklari
besinin kalitesine gore ve diger sartlarin uygunluguna bagli olarak 1-5 ay arasinda
gelisimlerini tamamlayabilmektedirler. Bu donemde daha ¢ok petek ile beslenmeleri
aricilik sektoriinde biiylik kayiplara yol agmaktadir. Larval donemin son evresi olan 7.
evre larvalar1 gelisimlerini tamamlamis olup beslenme faaliyetleri sona erer ve pupa

donemi baglar (Ellis vd. 2013).

Sekil 1.2. Galleria mellonella L. 7. evre larvasi



Sekil 1.2°de son larval evreye ulasan biiyiik bal mumu giivesi larvalart bu
evrenin gelisim siirecini tamamladiktan sonra beslenme faaliyetlerini sona erdirip ipek
liflerden olusan bir salgi 6rerek pupa donemini baglatir. Baslangicta agik kahverengi
tonunda olan pupa gelisim siireci devam ettik¢e daha koyu bir goriiniim kazanir. Uygun
sartlarda pupa donemi 8-14 giin arasinda degisiklik gosteren beslenme olmadigi igin

petege zarar vermeyen bir metamorfoz siirecidir (Charriere ve Imdorf 1999).

Sekil 1.3. Galleria mellonella L. pupa evresi

Sekil 1.3°de gosterilen pupa evresinden sonra puplardan ergin bireyler ¢ikar.
Disi ve erkek ergini bireyler morfolojik olarak birbirlerinden rahatlikla ayirt edilebilir.
Disi erginlerinin viicutlar1 erkeklere gore daha biiyiiktiir ve disi erginlerinin palpleri
erkek erginlerinkinden daha 6ne dogru olmasi bu ayirt ediciligi daha da kolaylastirmistir
(Sekil 1.4 ve Sekil 1.5). Disi erginler omiirleri boyunca 300-1000 kadar yumurta
birakabilirler. Yumurtlama evresinde olan bir disi ergini gézlemlendiginde yumurtalarin
bir zincir seklinde kiimeler halinde birakildigi, her kiimedeki yumurta sayisinin 50-150
arasinda degisebilecegi ve yumurtalarin seffaf bir yapida oldugu goriiliir. Yumurtalar
0,45 mm uzunlugunda, 0,40 mm ¢apinda ve agirlig1 0,028 mg olup ¢ok kii¢iik olduklar
icin gozle goriilmeleri oldukca zordur (Charriere ve Imdorf 1999). Yumurta gelisim
stiresi 1stya bagl olarak degismekle birlikte 25-30 °C araliginda 7-8 giindiir, 9 °C’nin
altindaki sicakliklarda ise gelisim tamamen durmaktadir (Charriere ve Imdorf 1999,
Allan 2000, Cyborovsky 2000).



Sekil 1.4. Galleria mellonella erkek ergini

Sekil 1.5. Galleria mellonella disi ergini



2. KAYNAK OZETLERi

Stone vd. (2001), kirli bolgelerde yasan boceklerin temiz bolgelerde yasayan
boceklere gore agliga karsi daha az tolerans gosterdigini belirtmislerdir. Kirli
bolgedekiler 120 giin yasarken kontrol bocekleri 165 giin yasamistir. Kirli bolgelerdeki
Pterostichus oblongopunctatus F. bireylerinin 0.1 pg dimethoate’a maruz birakilmasi
durumunda Omiir uzunluklarinin kontrole goére Onemli derecede diistiigli tespit
edilmistir.

Augustyniak vd. (2005), arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismada metal kirliligi
olan bolgelerdeki cekirgeler tizerine farkli oranlarda dimethoate uygulamalart yapilmis
ve antioksidan enzim aktivitelerine bakilmistir. Agir metal kirliligi olmayan
bolgelerdeki bir bocege 0.32 ug dimethoate uygulamasi asetilkolinesteraz aktivitesinin
%350 oraninda inhibe olmasina neden olmustur. Agir metal kirlilik diizeyi yiiksek olan
bolgelerden alinan bdocekler {izerine yapilan calismada Glutatyon rediiktaz (GR)
aktivitesinde diisme gozlenmemis olup arastiriclar bu durumu Chorthippus brunneus
bireylerinin ¢evre kirililigine adaptif kontrol mekanizmasi olarak yorumlamislardir.

Davies (2007), bircok insektisitin uzun siireli kullanimi1 kimyasallar1 boceklere
kars1 etkisiz hale getiren direng mekanizmalarini gelistirme kabiliyetin ortaya ¢ikmasini
sagladigin1 belirmislerdir.

Amara vd. (2012), ergin farelerde yapilan ¢alismada vitamin E ve selenyumun
dimethoate lizerine koruyucu etkisi arastirilmistir. MDA, SOD ve katalaz aktivitesi
yiikselirken asetilkolinesteraz aktivitesinin diistiigii rapor edilmistir. E vitamini ve
selenyumun dimethoate iizerine antioksidan role sahip oldugu belirtilmistir.

Velki ve Hackenberger (2012), Eisenia andrei ve Octolasion lacteum tiirleri
tizerine 0.001, 0.005, 0.01, 0.5 ve 1 ug/cm2 dimethoate uygulanmis ve 24 saat sonunda
asetilkolinesteraz ve katalaz aktivitelerine bakilmistir. Sonug olarak asetilkolinesteraz
ve katalaz aktivitelerinin inhibe oldugu tespit edilmistir. Tiir bazinda farklilik olmakla
birlikte iki tlirde dimethoate uygulmasindan etkilenmistir.

Baghban vd. (2014), Helicoverpa armigera Hiibner larvalar1 12.5, 25 ve 50 mg/kg
kadmiyum, 25, 50 ve 100 mgkg bakir ve 25, 50 ve 100 mgkg c¢inko
konsantrasyonlarina maruz birakmislardir. Larvalarin yapay diyetleri igerisine bu

metaller koyduktan 24 saat sonra 7 giin boyunca larvalarin protein, glikojen, kolesterol



ve trigliserit seviyelerini dlgmiiglerdir. Trigliserit miktarinin tiim kadmiyum gruplarinda
onemli Ol¢iide azaldigini, 12.5 ve 25 mg/kg kadmiyum konsantrasyonlarinda kolestrol
miktariin arttigini goézlemlemislerdir. Glikojen, protein ve kolesterol miktarinin tiim
cinko gruplarinda arttigini, tim bakir konsantrasyonu gruplarinda glikojen miktarinin
arttigini, protein ve kolesterol miktarinin 25 ve 50mg/kg gruplarinda azaldigini ve
triglierit miktarinin ¢inkonun 50mg/kg’lik gruplarinda arttigini bulmuslardir. Sonug
olarak ortamda bu metallerin varliginin H. armigeramin beslenmesi ve biyokimyasal
tepkimeleri lizerinde yogun bir etkiye sahip oldugunu saptamislardir.

Wu ve Yi (2014), bu ¢alismada krom (Cr) ve kursunun (Pb) G. mellonella'nin
bagisiklik ve antioksidan sistemler iizerindeki etkilerini analiz etmistir. Ozellikle
larvalar ¢evresel olarak uygun konsantrasyonlarda (5, 50 ve 100 pg/g) Cr veya Pb igeren
besinlere birakilmis ve dogal immiin parametrelerdeki degisiklikler ve endojen
enzimlerin aktivitesi 6l¢iilmistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Cr ve Pb'nin
en diisiik dozlar (5 pg/g), larvalarin dogustan gelen bagisiklik parametrelerini anlamli
diizeyde arttirdigin1 ve hemolenf bagisiklik enzimi aktiviteleri en yiiksek dozlarda (100
ug/g) inhibe ettigini, antioksidan enzimlerin aktivitesi besinlerdeki Cr ve Pb
konsantrasyonlarinin artmasi ile anlamh artiglar gosterdigini ve kontrol grubuna gore
anlamli derecede yiiksek oldugunu; G. mellonella larvalarini, Cr veya Pb'nin deneysel
konsantrasyonlari ile beslemek, incelenen tiim parametrelerin benzer modellerine yol
actig1 saptanmistir. Mevcut ¢alisma, orta miktarda Cr ve Pb'nin G. mellonella'nin dogal
immiinitesini  arttirdigin1  fakat bu miktarin larva bagisiklik  fonksiyonunun
inhibisyonuna yol actigini ve ayni zamanda Cr ve Pb'nin deneysel konsantrasyonlarinin
giiclii oksidatif streslere neden oldugu belirtilmistir.

Altuntas (2015a), bitkilerin olgunlagsmasini diizenleyen Ethephon’nun hemolenf
metabolitleri lizerindeki toksik etkilerini arastirmis oldugu calismada, farkli dozlarda
(250-390 pg/Sul) ethephon G. mellonella besiyerine ilave ettikten 24 ve 48 saat sonra
glikoz, protein ve lipid diizeylerinin spektorfotometrik Sl¢limlerini yapmistir. Sonug
olarak glikoz, protein ve lipidlerin diizeylerinin doza ve zamana bagli olarak degisiklik
gosterdigini bulmustur ve c¢evre dostu biopestisit olan EFT’nin entegre zarar
yonetiminde kullanmada umut verici bir ajan olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Altuntas (2015b), G. mellonella larvalarinda, antioksidan enzimlerin nasil

etkilendigini arastirmak i¢in farkli gibberellik asit dozlariyla beslemiglerdir. Siiperoksit



dismutaz, GST ve katalaz aktivite seviyeleri Ol¢miistiir. Besine gibberellik asit
eklenmesi ile yapilan uygulama, diisiik dozlarinda (50-1,000 ppm) hem kontrol hem de
yiiksek dozlar agisindan SOD ve GST aktivitelerinde kayda deger bir artis saglamistir.
Katalaz aktivitesi, tiim dozlarda, uygulama yapilmamis larva hemolenfindeki aktiviteyle
karsilastirildiginda 6nemli olgiide artmistir. Sonug olarak, gibberellik asit larvalar igin
doza bagimli olarak larvalar {lizerinde toksik olabilecegi serbest dogal bir radikal kaynak
oldugundan boceklerin antioksidan savunma sisteminin aktivasyonunda etkili oldugu
bulunmustur. GST, SOD ve katalaz aktivasyonundaki artisin, gibberellik asit bagli stresi
dengelemek i¢in fizyolojik bir uyumu destekledigi belirtilmistir.

Erdem ve Biiyiikgiizel (2015), Allelokimyasal olan ksantotoksin G. mellonella
larvalarmin yasam siiresi, erkek ve disi erginlerinin yasam siiresi, ve iireme
yetencklerine etkisini arastirilmistir.  G.mellonella erginlerinde oksidatif stres
gostergeleri, lipid peroksidasyon iiriinii malondialdehit ve protein oksidasyon firiinleri,
protein karbonil bilesenleri ve detoksifikasyon enzimi glutatyon S-transferaz (GST)
aktivitesini belirlemislerdir. En diisiikk ksantotoksin konsantrasyonu (% 0.001), MDA
miktarinda yaklasik alt1 kat artis saglamistir. En yiiksek ksantotoksin konsantrasyonu,
MDA miktarinda 3 kat azalmaya neden olmus ve GST aktivitesini de 2 kat azaltmistir.

Kayis vd. (2015), farkli dichlorvos oranlarinin G. mellonella larvalarinda enzim
aktivitesi ve lipid peroksidasyonunun arastirildigi caligmada SOD, katalaz aktivitesi ve
MDA miktarinin DDVP’nin olusturdugu oksidatif strese bagl olarak degisim gosterdigi
ortaya konmustur. Bununla birlikte G. mellonella larvalarinin model organizma olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir.

Krams vd. (2015), calismalarinda, yliksek ve ortalama besin kalitesindeki
besinlerle beslenen 3 grup G. mellonella larvasi biiylime, bagisiklik ve yasam siiresi
arasindaki dengeleri test etmistir. Yiiksek enerjili besin gruplarindaki larvalarin hizl
bliyime ve zayif bagisiklik gosterdiklerini tespit etmislerdir. Ortalama beslenme
kalitesindeki besin gruplarinda gelisme daha uzun siirmiistiir. Larvalarin diisiik enerjili
besin grubunda biiyiime siiresinin uzadigmi ve larvalarda en uzun yasam siiresi
oranlarin1 gozlemlemislerdir. Yiiksek enerjili besin grubunda gozlemlenmistir. Bu
calismanin sonuglari, G. mellonella larvalarinin besin degeri ve yasant1 6zellikleri ile

besin tiirleri arasinda iliski kurmaya yardimci oldugu saptanmaigtir.
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Sugegti vd. (2015), G. mellonella larvalarini, benzimidazol tiirevi antihelmintik
ilag olan oksfendazolun ¢esitli konsantrasyonlar1 (0, 0.0015, 0.015, 0.15 ve % 1.5) ile
hazirlanmis besinlere koymustur. Larvalarin yasam siiresini, gelisim donemlerini ve
tireme yeteneklerini gozlemlemislerdir. Arastirmada % 1.5 oksfendazol igeren besine
maruz kalan larvalarin larval, pupal ve ergin donemlerinde, yasam siiresinde belirgin bir
diistis oldugu, erigkin donemine ulagma siiresini ve yetigkinlerin yagam stiresini azalttig1
tespit edilmistir. Ayrica oksfendazolun tiim konsantrasyonlarda disilerin yumurta
birakma oranin1 Onemli Ol¢liide dislirdiigi ve yumurta agilimimi distrdigi
belirlenmistir. Sonug olarak, antihelmintik ilag olan oksfendazolun bocek zararlilarinin
kontrolii i¢in basvurulabilecek bir yontem olarak gdstermislerdir.

Bhagat vd. (2016), Cesitli zehirli maddelere maruz kalmis salyangozlarda
glutatyon S-transferaz (GST), katalaz, stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve lipid peroksidasyonu (LPO) ile yapilan arastirmalarin gevresel izleme
programlarina etkileri O6zetlenmistir. Sonunda, olgunun daha iyi anlasilmasi igin
oksidatif biyolojik belirteglerin yanitlarindaki degisimleri etkileyen farkli faktorler
tartisilmistir.

Dubovskiy vd. (2016) bocek bagisiklik sisteminin gelisimi, patojenlerin ve
parazitlerin izolasyonunu ve nétralizasyonunu miimkiin kilan kapsiil olusumu ve
nodiilasyon ile kapsamli bir hiicresel savunma sisteminin olusturulmasina yol agtigini
belirtmistir.

Hiz vd. (2016), G. melonella larvalar1 yapay besin ortaminda bir antibiyotik olan
gemifloksasin ile ergin evreye kadar beslenmistir. Verilen besinlerin erkek ve disi esey
orani ile erginlerin dmiir uzunlugu iizerinde etkili olmadig1 ancak yumurta verimini
onemli oranda diisiirdiigli belirlenmistir. Caligmada erginlerin biyolojik 6zelliklerinin
gemifloksasin tarafindan 6nemli derecede etkilendigi bulunmustur. Biiyiik bal mumu
giivesi G. mellonella L. mikrobiyal enfeksiyolarinin ve klinik ilaglarin ¢alisiimasinda
memeli modellerine alternatif bir model olarak bilindigi ve insektisit etkinligi
caligmalarinda da model olarak kullanildig1 ifade edilmistir.

Wilczek vd. (2016), laboratuvar ortaminda yapilan calismada dimethoate ve
achigin Xerolycosa nemoralis (Lycosidae) tizerine genotoksik etkisi arastirilmustir.
Hemosit ve orta bagirsak salgi hiicrelerindeki DNA hasar1 comet analiz yontemiyle

belirlenmistir. Arastiricilar DNA hasarinin dimethoate uygulamasi sonucu olustugunu
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tesbit etmislerdir, bununla birlikte DNA hasarlarinin hemositlerde orta bagirsak
hiicrelerine gore daha fazla oldugu acik bir seklide ortaya konmustur.

Vadim vd. (2017), Metarhizium robertsii ve G. mellonella’nin sicaklik
moderatorliigiinde etkilesimlerini incelendigi ¢alismada bal mumu giivesi G.
mellonella’nin énemli bir model olugu, ar1 kovanlarinda larvalarin en iyi 34 °C sicaklik
civarinda gelistigini bulmuslardir. Bal mumu giivesi larvalarinin enzim esasli bagisiklik

sisteminin sicakligin artmasiyla daha yiiksek aktivite gosterdigi vurgulanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismalarda Kullanilan Galleria mellonella L. Kiiltiiriiniin Yetistirilmesi

Stok G. mellonella kiiltiirii Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen sentetik
besinle beslenen ergin G. mellonella bireylerinden elde edilmistir. Bunun ig¢in igerisinde
sentetik besin bulunan kavanozlara ergin G. mellonella disi ve erkek bireyleri konularak
disilerin yumurta birakmalari saglanmis, agilan yumurtalar ayni1 besiyerinde son evreye
gelinceye kadar beslenmistir (Sekil 3.1). Deneylerde 28+2 °C, %7045 bagil nem i¢eren
ve 24 saat karanlik fotoperiyodu uygulanan laboratuvar kosullarinda elde edilmis stok

G. mellonella son evre larvalari kullanilmustir.

Sekil 3.1. Laboratuvar ortaminda yetistirilen Galleria mellonella L. larvalar

3.2. LDsp Degerinin Hesaplanmasi ve Sublethal Dozlarin Belirlenmesi

LDsy degerinin hesaplanmasi ve sublethal dozlarin belirlenmesi icin 7. evreye
ulagmis olan 10 adet larva secildi. Farkli dimethoate konsantrasyonlarindan 10 pl
aliarak buz iizerinde hareketleri yavaglatilmis olan larvalara enjekte edildi. Enjeksiyon
sonrasinda larvalar ayr1 petri kaplarina alinarak 24, 48, 72 ve 96. saatlerde dlen ve
hayatta kalan larva sayilar1 kaydedildi. 96 saatlik periyot sonunda elde edilen verilerden
istatistik hesabi yapilarak (Probit analiz) LDsgdegeri 232 pg/ml olarak hesaplandi. Buna
gore 10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml’lik sublethal dimethoate dozlar1 belirlendi.
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3.3. Larvalarin Enjeksiyonu ve Genel Uygulamalar

Her bir deney serisinin her tekrar1 igin 10 pl insektisit belirlenen dozlarda
larvalara Hamilton enjektorii ile enjekte edildi. Kontrol grubu i¢in belirlenen larvalara
herhangi beir enjeksiyon islemi uygulanmadan kullanildi. Enjeksiyon dncesinde larvalar
tartildi ve enjeksiyonu takiben 24, 48, 72 ve 96. saatlerde larvalar alinarak biyokimyasal

analizler yapilincaya kadar -80 °C’de saklandi. Deneyler 5 tekrar halinde gerceklesti.

3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Analizler icin gerekli olan kimyasallar

KH,PO,4, Na,HPO,4.12H,0, NaOH, Na,CO3; CuSO,.5H,0, Na-K-tartarat, Folin-
ciocalteu, H,O,, ksantin, EDTA ( Etilendiamin tetraasetik asit), NBT (Nitro Blue
Tetrazolium), BSA (Bovin Serum Albumin), (NH4),SO,; Ksantin Oksidaz,
CuCl,.2H,0, TBA (Tiyobarbitiirik asit), TCA (Triklosetik asit), Na,SO,4 Vanilin,
Kloroform, Metanol, Antron, Misir yagi, Glikoz.

3.4.2. Analizler icin gerekli olan malzemeler ve cihazlar

Spektrofotometre, cam ve plastik deney tiipleri, ependorf tiipleri, balon joje,
erlen, hassas terazi, -80 °C derin dondurucu, sicak su banyosu, sogutmali masaiistii
santrifiijii, otomatik pipetler, pH metre, etiiv, saf su cihazi, buz makinesi, ¢elik baslikli

homojenizatdr, 1siticili manyetik karistirici, hamilton enjektori.
3.4.3. Homojenizasyon ve fosfat tamponu ¢ozeltisi

Fosfat Tamponu Cozeltisi: 6.81 gr KH,PO, (Potasyum Fosfat), 7.1 gr
Na;HPO,4.12H,0 (Di Sodyum Hidrojen Fosfat) tartilarak balon joje igerisine konuldu.

Uzerine 1000 ml olacak sekilde saf su eklenerek manyetik karistiricida ¢oziinmesi

saglandi, pH = 7.4 olacak sekilde ayarlandi.
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Analizler i¢in yas agirliklart belirlenen larvalar -80 “C dondurucudan ¢ikarilip
tiiplere konuldu ve oda sicakliginda buzlar1 ¢éziildiikten sonra melaninlesmeyi 6nlemek
icin tliplere birkag fenilthioure kristali eklendi. 1/20 oraninda fosfat tamponu (pH=7.4)
eklenerek 24000 devir/dk da homojenize edildi (Sekil 3.2). Homojenizasyon sonrasi
tiipler 10000 devir/dk da 30 dk boyunca sanrifiij edildi, slipernatant alindi, tiiplerin
dibinde kalan ¢okelek ise lipid ve karbonhidrat miktarinin tayini i¢in dondurucuda

saklandi.

Sekil 3.2. Galleria mellonella L. larvasinin homojenizasyonu

3.4.4. Protein tayini ve gerekli olan ¢ozeltiler

Cozelti A [% 2 Na,CO3 (0.1 N NaOH i¢inde)]: 4 gr NaOH tartilarak balon joje
igerisinde iizerine 1000 ml olacak sekilde saf su eklenerek ¢oziildii (0.1 N NaOH
¢ozeltisi). Daha iizerine 20 gr Na,CO3 (Sodyum Karbonat ) eklenerek ¢oziildii.

Cozelti BI (%1 CuSO4.5H,0): 0.1 gr CuSO4.5H,0 (Bakir Siilfat) tartilarak
balon joje igerisinde iizerine 10 ml olacak sekilde saf su eklenerek ¢oziildii.

Cozelti B2 (%2 Na-K-tartarat): 0.2 gr Na-K-tartarat (Sodyum Potasyum
Tartarat) tartilarak balon joje icerisinde lizerine 10 ml olacak sekilde saf su eklenerek

¢Ozildil.
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Cozelti C: Erlen igerisine 1000 ml ¢bzelti A, 10 ml ¢ozelti B1, 10 ml ¢ozelti B2
eklenip karistirllarak ¢ézelti C hazirlandi.

Folin-ciocalteu ¢ozeltisi: 1/1.5 oraninda bidistile saf su ile seyreltilerek
kullanildi.

Protein tayininde; Sekil 3.3’ de oldugu gibi proteinlerin alkali CuSO, ilavesiyle
fosfotungustik asit ile mavi renkli kompleks olusturmasi ilkesine dayanan Lowry vd.
(1951) metodu kullanildi.

Orneklerden 300 pl alinip tiiplere konuldu, tiipiin icerisine 3ml ¢dzelti C ilave
edildi, karstirld1 ve oda sicakhiginda 15 dk bekletildi. Uzerine 300 pl Folin-ciocalteu
¢oOzeltisi ilave edilerek 750 nm’ de kore karsi okundu.

KOR : 300 pl saf su + 3000 pl ¢dzelti C ilave edildi, oda sicakhginda 15 dk
bekletildi tizerine 300 ul Folin-ciocalteu ¢ozeltisi eklendi.

Protein miktarinin hesaplanabilmesi i¢in; 0.1 gr BSA tartilarak 100 ml’ye saf su
ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden farkli konsantrasyonlara sahip (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6,
0.7, 0.8, 0.9 ve 1 mg/ml) standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir standart ¢ozeltinin Lowry
vd. (1951) metodu kullanilarak absorbans degerleri okundu. Protein miktar1 bu okunan

absorbanslardan elde edilen regresyon denklemine konularak hesaplandi.

Sekil 3.3. Protein miktar1 analizi 6ncesi 6rneklerdeki renk degisimi

3.4.5. Katalaz aktivitesinin tayini ve gerekli olan cozeltiler
H,0, (30 mM) ¢ozeltisi: Onceden hazirlamis oldugumuz pH 7.4 olan 1000

ml’lik fosfat tamponu iizerine 3.4 ml H,O, (Hidrojen Peroksit) eklenerek H,0O, (30mM)

¢Ozeltisi hazirlandi.
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Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde katalazin hidrojen peroksiti notralize etme
esasina dayanan Aebi (1984) metodu kullanilmustir.

Kér Igin; 2.8 ml hazirlanan ¢ozeltiden almip iizerine 200 ul fosfat tamponu
eklendi. Kiivet i¢ine hazirlanan ¢ozeltiden 2.8 ml hazirlanan ¢6zeltiden konuldu, {izerine
200 pl fosfat tamponu eklenerek hizli bir sekilde karistirilip spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda okundu.

Sekil 3.4’de katalaz aktivitesinin tayini i¢in quartz kiivete 2.8 ml H,0, (30mM)
konuldu ve tizerine 200 pl oOrnek eklenip hizli bir sekilde ¢alkalanarak
spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda 0. sn, 30. sn ve 60. sn’ deki enzim
aktiviteleri kinetik olarak 6l¢tildii (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Spektrofotometrede katalaz okunurken azalan egri grafigi
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3.4.6. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin tayini ve gerekli olan ¢ozeltiler

Reaktif Cozeltisinin Bilesenleri :

IN NaOH cozeltisi: 4 gr NaOH tartilarak Balon joje igerisinde 100 ml olacak
sekilde saf su ile tamamlanarak ¢6ziinme saglandi.

Ksantin Cozeltisi: 4.56 mg ksantin tartilip balon joje igerisine konularak {izerine
birka¢ damla 1N NaOH ¢ozeltisi eklenerek ¢coziinme saglandi. Daha sonra iizerine 100
ml olacak sekilde saf su eklenerek ¢ozelti hazirlandi.

EDTA ( Etilendiamin tetraasetik asit): 22.3 mg EDTA tartilarak balon joje
icesine konuldu iizerine 100 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢oziinme saglanarak
hazirlandi

NBT (Nitro Blue Tetrazolium): 12.3 mg NBT tartilip balon joje i¢gesine konuldu
tizerine 100 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢6ziinme saglanarak hazirlandi.

Na,CO; ¢ozeltisi: 4.24 gr Na,COg tartilip balon joje igerisine konuldu iizerine
100 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢6ziinme saglanarak ¢ozelti hazirlandi.

BSA (Bovin Serum Albumin): 50 mg BSA tartilarak balon joje igerisine konulup
tizerine 50 ml olacak sekilde saf su eklenerek ¢6ziinme saglandi.

Reaktif Cozeltisi: 300 ml ksantin ¢ozeltisi, 150 ml EDTA ¢ozeltisi, 150 ml
NBT ¢ozeltisi 90 ml Na,COj3 ¢ozeltisi ve 45 ml BSA ¢ozeltisi alinarak erlen igerisinde
karistirilarak reaktif ¢ozeltisi elde edildi.

(NH4)2S0,4 ¢ozeltisi: 6.6075 gr (NH4),SO4 (Amonyum Siilfat) tartilarak balon
joje icerisinde 25 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢oziinme saglanarak hazirlandi.

Ksantin Oksidaz: (167 U/L) enziminden 240 pl alinarak buz soguklugunda 15
ml (NH,;).SO,’ de ¢oziilerek hazirlandi.

CuCl,.2H,0 ¢ozeltisi: 13.6 mg CuCl,.2H,0 tartilarak balon joje igerisine
konulup tizerine 100 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢oziilmesi saglanarak ¢ozelti
hazirlandi.

SOD aktivitesinin belirlenmesinde Sun vd. (1988) tarafindan gelistirilen yontem
kullanilmistir. Yontem, enzimatik bir reaksiyonla iiretilen siiperoksit radikallerinin
ortamda bulunan nitro blue tetrazolium’ u (NBT) indirgenmesinin 6rnekteki SOD
tarafindan engellenmesi esasina dayanir. Deneyde her bir 6rnek i¢in bir adet kor tiipii

olacak sekilde drnekler ve korler hazirlandi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. SOD analizi 6ncesi kordeki ve drnekteki renk degisim farki

Kor ve ornek icin gerekli olan madde oranlari.

KOR ORNEK
Reaktif 1.425 mi 1.425 ml
Omek ... 50 ul
Ksantin oks. 25 ul 25 ul
Oda sicakliginda 20 dakika bekletildi
CuCl,.2H,0 50 pl 50 ul
Ornek 50ul L

Ornek ve kor saf suya kars1 560 nm dalga boyunda okundu.

3.4.7. Malondialdehit (MDA) tayini ve gerekli olan c¢ozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltiler:

TBA ¢ozeltisi (%0.8): 0.8 gr TBA (Tiyobarbiturik asit) tartilarak balon joje
icerisinde 100 ml olacak sekilde saf su eklenip bir yandan da isitilarak TBA’ nin
¢ozlinmesi saglanip ¢ozelti hazirlandi.

TCA c¢ozeltisi (%20): 10 gr TCA (Triklosetik asit) tartilarak balon joje igerisinde
50 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢oziinmesi saglanarak ¢ozelti hazirland.

MDA’ nin 6l¢iimii tiyobarbiturik asit (TBA) ile inkiibasyonu sonucu olusan
kompleksin 535 nm’ de absorbans dl¢iimii esasina dayanir. Ol¢iim Bar-Or vd. (2001)

tarafindan gelistirilen metoda gore yapilmugtir.
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Sekil 3.7°de MDA tayini i¢in 0rnekten 250 pl alinip tizerine 125 pl TCA ilave
edilerek kanstirildi. Elde edilen 6rnek 15000 devir/dk +4 °C de 10 dakika santrifiij
edildi, siipernatant alindi. Siipernatant {izerine 200 pl TBA ilave edilerek karistirildi, 60
dakika 90 °C deki sicak su banyosunda bekletildi ve 535 nm de kore karsi okundu.

KOR: 250 pl saf su+ 125 pl TCA + 200 ul TBA

Sekil 3.7. MDA analizi i¢in 6rneklerin hazirlanist

3.4.8. Lipid tayini ve gerekli olan ¢ozeltiler

Hazirlanan ¢ozeltiler:

Na,SO, c¢ozeltisi: 10 gr NaySOq tartilarak balon joje icerisine konulup {izerine
500 ml olacak sekilde saf su eklenip ¢oziinmesi saglanarak ¢6zelti hazirlandi.

Vanilin Fosforik ¢ozeltisi: 600 mg vanilin tartilarak 100 ml sicak saf suda
¢Oziiliip lizerine 400 ml %85°lik H3PO, (Fosforik Asit) eklenerek ¢ozelti hazirlandi.

Kloroform/Metanol ¢ozeltisi: 360 ml kloroform ile 720 ml metanol erlenmayer
i¢cerisinde karistirilarak hazirlandi.

Van Handel (1985b)’in gelistirmis oldugu yoOnteme gore yapildi.
Homojenizasyon ve santrifiij sonrasi tiiplerin dibinde kalan ¢okelek halindeki drnekler
kullanildi. Tiplerdeki 6rnek tizerine 2 ml Na,SOy ilave edildi, karistirildi, tizerine 8 ml
kloroform/metanol karigimi ilave edilip karistirildi. Karisim 10 dakika 1000 devir/dk’da
santrifiij edildi. Siipernatanttan 200 pl alindi, 90°C de sicak su banyosunda
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kloroform/metanol” {in tamamen buharlasmast saglandi. Kloroform/metanol
buharlastiktan sonra tiipler sicak su banyosundan ¢ikarildi. Tiplere 40 pl H,SO4
eklendi. 90°C de sicak su banyosunda 2 dakika bekletildi. Tiipler soguduktan sonra
tizerine 960 pul vanilin fosforik ¢ozeltisi ilave edildi ve karistirildi. Hazirlanan 6rnekler
oda sicakliginda 30 dakika bekletildi ve 525 nm de kore karsi okundu (Sekil 3.8).

KOR: 200 pl saf su + 40 pl HSO4 + 960 pl vanilin fosforik asit ilave edilir.

Orneklerin lipid miktarimin belirlenmesi igin; 0.1 ml nusir yag alindi, 1/2
oraninda hazirlanan kloroform/metanol karigimi ile 100 ml’ye tamamlandi. Bu
¢oOzeltiden farkli konsantrasyonlara sahip (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1
mg/ml) standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir standart ¢dzeltinin Van Handel (1985b)
metodu kullanilarak absorbans degerleri okundu. Lipid standartlarina ait regresyon
denklemi elde edildi. Orneklerin absorbanslar1 bu denklemde yerine konularak lipid

miktar1 belirlendi.

Sekil 3.8. Lipid analizi 6ncesi 0rneklerdeki renk degisimi.

3.4.9. Karbonhidrat tayini ve gerekli olan ¢ozeltiler

Hazirlanan Cozeltiler:

Na SO, cozeltisi: 10 gr Na,SOg4 tartilarak balon joje igcerine konulup tizerine 500
ml olacak sekilde saf su eklendi ¢6zlinme saglanarak ¢dzelti hazirlandi.

Antron ¢dzeltisi: 150 ml saf su bulunan balon joje igerisine 380 ml konsantre
H,SO, (Siilfiirik Asit) ekledikten sonra iizerine 750 mg antron tartilip eklenerek

¢Oziinmesi saglanip ¢ozelti hazirlandi.
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Kloroform/Metanol ¢ozeltisi: 360 ml kloroform ile 720 ml metanol erlenmayer
igerisinde karistirilarak hazirlandi.

Van Handel (1985a)’in gelistirdigi yontem uygulandi. Homojenizasyon ve
santrifiij sonrasi tiiplerin dibinde kalan ¢okelek halindeki 6rnekler kullanildi. Tiiplerdeki
ornek tizerine 2 ml Na,SO, ilave edildi, karistirildi, tizerine 8 ml kloroform/metanol
karisimi ilave edilip karistirildi. Karisim 10 dakika 1000 devir/dk da santrifiij edildi. Ust
kisimdan 200 pl alindi, 90°C de sicak su banyosunda kloroform/metanol’ iin tamamen
buharlasmas1 saglandi. Tiipler soguduktan sonra iizerine 950 ul antron ¢ozeltisi ilave
edildi. 90 °C de sicak su banyosunda 15 dakika bekletildi ve 6rnekler 625 nm’ de kore
kars1 okundu (Sekil 3.9).

Kor i¢in: 200 pl saf su + 950 ul antron kullanildi.

Karbonhidrat miktarinin hesaplanabilmesi i¢in; 0.1 gr glikoz tartilarak 100 ml’ye
saf su ile tamamlandi. Bu ¢6zeltiden farkli konsantrasyonlara sahip (0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1 mg/ml) standart ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir standart
¢Ozeltinin Van Handel (1985a) metodu kullanilarak absorbans degerleri okunarak
karbonhidrat standartlarma ait regresyon denklemi elde edildi. Orneklerin absorbans

degerleri bu denklemde yerine konularak karbonhidrat miktar1 belirlendi.
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Sekil 3.9. Karbonhidrat analizi 6ncesi 6rneklerdeki renk degisimi

3.5. Verilerin Degerlendirilmesi

Dimethoate’nin bes farkli konsantrasyonu ile kontrol grubu i¢in dort farkli

periyotta (24, 48, 72 ve 96 saat) bes tekrarin yapildigi calismada her bir deney
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serisinden elde edilen veriler kendi aralarinda ve kontrol grubu ile karsilagtirild.
Verileri karsilastirmak icin varyans analiz yontemi ve ortalamalar arasindaki farkin

kontrolii i¢in Student Newman Keul’s (SNK) testi, bilgisayarda SPSS istatistik veri
paketi kullanilarak uygulandi.

23



4. BULGULAR

4.1. Dimethoate’nin G. mellonella’nin Toplam Protein Miktarina Etkileri

Cizelge 4.1.’de farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam

protein miktarina olan etkileri gosterilmistir.

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

PROTEIN(mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 5.46+0.13¢  6.73+0.21a  6.93+0.21a 7.03+£0.30a
10 pg/ml 6.92+0.07a  6.50+£0.19a  4.68+0.24c 4.09+0.20b
25 pg/ml 6.47+0.16b  6.49+0.30a  5.17+0.04b 4.04+0.04b
50 pg/ml 4.3840.07¢  5.96+0.17a  4.45+0.05cd 4.26+0.09b
75 pg/ml 3.87+£0.07f  5.06+0.16b  4.09+0.14d 3.69+£0.21b
100 pg/ml 4.79+0.22d  4.76+0.19b  3.98+0.07d 3.56+0.09b

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

Enjeksiyon isleminden 24 saat sonra elde edilen veriler incelendiginde kontrol
grubunda 5.46 mg/l100 mg olan protein miktari, 10 pg/ml ve 25 pg/ml
konsantrasyonlarinda kontrole gore dnemli diizeyde artmistir. En diisiik protein miktar
3.87 mg/100 mg degeri ile 75 pg/ml olan konsantrasyondan elde edilmistir. Kullanilan
dimethoate konsantrasyonunun 50 pg/ml’nin {istiine ¢itkmasi protein miktarini kontrole
ve daha diisiik konsantrasyonlara gore diisiirmiistir. 24 saatlik deney periyodu
haricinde 6l¢iim yapilan higbir deney periyodunda denenen higbir konsantrasyon protein
miktarini arttirmamustir.

Deney periyodunun 48. saatteki veriler incelendiginde 75 pg/ml ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda protein miktar1 kontrole gore diismiistiir. Protein miktar sirasiyla
5.06 ve 4.76 mg/100mg olarak gerceklesmistir. 10, 25 ve 50 pg/ml dimethoate
enjeksiyonu protein miktarina kontrole gore olumlu veya olumsuz bir etkide

bulunmamustir.
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Sekil 4.1. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam protein
miktarina etkileri (A:24 Saat, B:48 Saat, C:72 Saat, D:96 Saat)

25



Protein miktar1 72. saatteki veriler incelendiginde tiim dozlarda 6nemli sekilde
diismiistiir (Sekil 4.1). Denenen konsantrasyonlar arasinda en yiiksek protein miktar
5.17 mg/100mg ile dimethoate oranin 25 pg/ml oldugu deney serisinden elde edilmistir.
Bu deger kontrolden sonra en yiiksek protein miktaridir.

Deney periyodunun 96. saatindeki protein miktar1 denenen konsantrasyonlarda
kendi aralarindaki veriler incelendiginde istatistiki olarak bir degisim gdzlenmemis
olmakla birlikte kontrole gore onemli oranda diisiisler tespit edilmistir. En yiiksek

protein miktar1 7.03 mg/100mg ile kontrolde ortaya ¢ikmustir.

4.2. Dimethoate’nin G. mellonella’nin Toplam Lipid Miktarina Etkileri

Cizelge 4.2°de farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam
lipid miktarina etkileri gosterilmistir. 24, 48, 72 ve 96 saat dilimleri incelendiginde her
saat i¢in artan doz miktarina bagl olarak kontrole gore diislis gézlemlenmekle birlikte

ozellikle 72 ve 96 saatlerinde kontrole gore lineer bir diisiis s6z konusudur.

Cizelge 4.2. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipid
miktarina etkileri

LIPID (mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 7.88+0.20a 7.56+0.43a 7.93+0.38a 7.11+0.21a
10 pg/ml 7.26+£0.24b 7.19+0.31a 6.37+£0.38b 5.66+£0.22b
25 pg/ml 6.08+0.18¢ 5.24+0.19b 5.3940.18¢ 5.35+0.14b
50 pg/ml 5.70+0.20cd 5.38+0.23b 5.38+0.25¢ 4.87+0.05¢
75 pg/ml 5.28+0.16d 5.34+0.19b 5.02+0.08¢ 4.35+0.06d
100 pg/ml 5.60+0.17cd 5.38+0.25b 4.45+0.08¢c 3.99+0.07d

*: 4, b, ¢, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni siitundaki ayni1 harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)

(Ort+Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Lipid miktar1 kontrol grubunda 24. saatte 7.88 mg/100mg olarak ol¢iilmiistiir.

Denen tiim konsantrasyonlardan elde edilen degerler kontrole gore diigsmiistiir.
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Sekil 4.2. Farkli dimethoate konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin toplam Lipid
miktarina etkileri (A:24 Saat, B:48 Saat, C:72 Saat, D:96 Saat)
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Denenen dimethoate oranlari arasinda en yiiksek lipid miktari, konsantrasyonun
10 pg/ml oldugu durumunda 7.26 mg/100mg olarak hesaplanmistir. Diger denenen
insektisit oranlarindan elde edilen veriler arasinda istatistiki bir ayrim s6z konusu
degildir.

48. saatte elde edilen veriler incelendiginde 10 pg/ml konsantrasyonu lipid
miktarina kontrole gore herhangi bir etki yapmamistir. S6z konusu oranda lipid miktar1
7.19 mg/100mg olarak Olgiilmiistiir. Diger oranlardan elde edilen veriler arasinda
istatistiki olarak bir fark olmamakla birlikte lipid miktar1 kontraole gore 6nemli 6lgiide
dismiistiir.

Deney periyodunun 72. saatindeki veriler incelendiginde lipid miktari tiim
dimethoate oranlarinda kontrole gore diismiistiir. 25, 50, 75 ve 100 ng/ml dimethoate
oranlarinda elde edilen veriler arasinda istatistiki bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.2). En
yiiksek ikinci veri 6.37 mg/100mg ile oranin 10 pg/ml olmasi durumunda elde
edilmistir.

Son saat dilimindeki verilere gore en yiiksek lipid miktar1 kontrol serisinden elde
edilmistir. Denenen oranlar lipid miktarin1 6nemli derecede diistirmiistiir en diisiik lipid
miktarlar ise dimethoate oranin 75 ve 100 pg/ml oldugu durumda sirasiyla 4.35 ve 3.99

mg/100mg olarak gerceklesmistir.

4.3. Dimethoate’nin G. mellonella’nin Toplam Karbonhidrat Miktarina Etkisi

Cizelge 4.3’de farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin toplam
karbonhidrat miktarina etkisi gosterilmistir. 24, 48, 72 ve 96 saat dilimleri
incelendiginde uygulanan dozlarda kontrole gore bir diisiis gozlemlenmekle birlikte 48
ve 96 saatlerinde bu diisiis doz artisina bagl olarak lineer bir sekilde devam etmistir. 48.
saat haricinde en yiiksek lipid miktar1 kontrol serisinde gozlenmistir.

Karbonhidrat miktar1 24. saatte 10 ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlarda sirasiyla
6.02 ve 5.89 mg/100mg olarak gerceklesmistir. Bu veriler arasinda istatistiki ayrim
yoktur. S6z konusu oranlar karbonhidrat miktarin1 kontrole gore diistirmiis olmakla
birlikte denenen diger konsantrasyonlara gore karbonhidrat miktarini arttirmistir. 50, 75
ve 100 pg/ml dimethoate uygulamasi sonucu olusan karbonhidrat oranlari arasinda

istatistiki bir fark bulunamamistir. En diisiik ilk iki dimethoate konsantrasyonu 48.
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saatte karbonhidrat miktarina kontrole gore dnemli bir etkide bulunmamistir. Minimum

lipid oran1 100 pg/ml’lik konsantrasyonda 4.86 mg/100mg olarak 6l¢tilmiistiir.

48. saatte larvalara 50 pg/ml ve daha yiikksek dimethoate uygulanmasi

karbonhidrat miktarini kontrole gére dnemli dl¢ilide etkileyerek diisiirmiistiir.

Cizelge 4.3. Farkli dimethoate konsantrasyonlarnin G. mellonella’nin toplam

karbonhidrat miktarina etkileri

KARBONHIDRAT (mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std)
Kontrol 8.64+0.33a 7.24+0.21a 7.06+£0.29a 6.29+0.11a
10 pg/ml 6.02+0.13b 6.98+0.18a 5.96+0.32b 5.10+£0.23b
25 pg/ml 5.89+0.05b 6.80+0.10a 5.224+0.23b 4.95+0.15b
50 pg/ml 4.98+0.24c¢ 6.08+0.28b 5.24+0.21b 4.80+0.08bc
75 pg/ml 5.11+£0.28¢c 5.89+0.24b 5.03+0.31b 4.5540.09bc
100 pg/ml 5.09+0.10c 4.86+0.25¢ 5.11+0.35b 4.36+0.16¢

*: a, b, ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni siitundaki ayni1 harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort+Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata

72. saatte elde dilen verilere gore karbonhidrat miktarinda doz artisina baglh
olarak bir degisiklik olmamakla birlikte denen tiim konsantarsyonlarda kontrole gore
karbonhidrat miktar1 diismiistiir. 96. saatteki veriler i¢in doz artisina bagli olarak lineer
bir azalma soz konusudur (Sekil 4.3). Kontrolde 6.29 mg/100mg olan karbonhidrat
miktar1 insektisit oranin 25 pg/ml olmasi durumunda 4.95 mg/100mg, oranin 100 ug/ml

olmasi durumunda ise 4.36 mg/100mg olarak Sl¢iilmiistiir.
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karbonhidrat miktarina etkileri (A:24 Saat, B:48 Saat, C:72 Saat, D:96 Saat)
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4.4. Dimethoate’nin G. mellonella’nin SOD Enzim Aktivitesine Etkisi

Cizelge 4.4’te farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin SOD
enzim aktivitelerine etkileri gosterilmistir. 24 saat diliminde; 10 pg/ml, 25 pg/ml, 50
ng/ml ve 75 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrole gore dnemli bir artig s6z konusu iken
100 pg/ml konsantrasyonunda kontrole gore diisiis gozlemlenmistir. En yiiksek
insektisit dozunda SOD aktivitesi bir dnceki konsantrasyon olan 75 pg/ml gére dnemli
bir diisiis géstermis olup s6z konusu oranda elde edilen veri en diislik enzim aktivitesini

gostermektedir.

Cizelge 4.4. Farkli dimethoate 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 3.830+£0.077d  3.975+0.270d  4.024+0.069d  3.962+0.174c
10 pg/ml 4.401+0.168c 4.540+0.041c 5.046+0.060c  5.439+0.283b
25 ng/ml 4.453+0.067¢ 5.15940.133b  5.8534+0.090b  5.719+0.101b
50 pg/ml 6.436+£0.170b  6.056+£0.107a  6.7414+0.150a  6.527+0.232a
75 pg/ml 7.307£0.072a  3.401+0.056e  3.615+0.048¢  2.942+0.193d
100 pg/ml 3.341+0.060e 3.370+0.095¢  3.237+0.090f  2.950+0.266d

*.a, b, ¢, d, e, f 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
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Sekil 4.4. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine etkileri. (A:24 Saat, B:48 Saat, C:72 Saat, D:96 Saat)
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SOD aktivitesinde 48, 72 ve 96 saat dilimleri arasinda, 10 pg/ml, 25 pg/ml ve 50
ng/ml konsantrasyonlarinda kontrole gore artis tespit edilmis olup 75 pg/ml ve 100
png/ml konsantrasyonlarinda kontrole gére azalma s6z konusudur.

Her ii¢ zaman dilimi igin en yiikksek SOD aktivitesi 50 pg/ml dimethoate
uygulamasindan elde edilmistir. S6z konusu orana kadar SOD aktivitesi lineer bir artig
gosterirken dimethoate dozunun artisina bagli olarak SOD aktivitesi ani bir diisiis

gostermistir (Sekil 4.4).

4.5. Dimethoate’nin G. mellonella’nin Katalaz Enzim Aktivitesine EtKisi

Cizelge 4.5’de farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin katalaz
enzim aktivitelerine etkisi gosterilmistir. 24 saat dilimi incelendiginde 10 pg/ml, 25
pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrole gore artis sz konusu iken 75 pg/ml
ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda kontrole gore azalma gozlemlenmistir. En yiiksek
50 pg/ml
gergeklesirken en diislik aktivite en yiiksek insektisit oraninda 0.200 U/mg protein

katalaz aktivitesi konsantrasyonunda 0.420 U/mg protein olarak
olarak tespit edilmistir. 48, 72 ve 96 saatlerinde elde edilen veriler incelendiginde 10
ug/ml ve 25 ng/ml konsantrasyonlarinda kontrole gore artis s6z konusu olup 50 pg/ml,
75 pg/ml ve 100 pg/ml artan konsantrasyonlarinda kontrole gore lineer bir diisiis

gézlemlenmistir.

Cizelge 4.5. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin Katalaz enzim
aktivitesine etkileri

Katalaz (U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort£Std) (Ort+Std)

Kontrol 0.298+0.005d  0.281+£0.008¢c  0.261+0.019¢ 0.259+0.004¢
10 pg/ml 0.336+0.008¢c  0.357+0.006b  0.365+0.003b 0.352+0.010b
25 pg/ml 0.366+0.004b  0.399+0.009a  0.436+0.014a 0.494+0.010a
50 pg/ml 0.420+£0.009a  0.205+0.007d  0.216+0.005d 0.200+0.004d
75 pg/ml 0.253+0.009¢  0.186+0.002d  0.206+0.009d 0.161+0.006¢
100pg/ml 0.200+£0.003f  0.160+0.002¢  0.139+0.002¢ 0.136+0.006f

*:a, b, ¢, d, e, f harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayn1 siitundaki ayni harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)

(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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48. saatte kontrol grubundaki katalaz aktivitesi 0.281 U/mg protein olarak
hesaplanmis 25 pg/ml dimethoate enjeksiyonu bu oranin 0.399 U/mg protein olarak
ger¢eklesmesine neden olmustur. S6z konusu deger bu serideki en yliksek enzim
aktivitesinindir. En digiik katalaz aktivitesi 0.160 U/mg protein degeri ile oranin
100pg/ml oldugu durumda gergeklesmistir. Benzer sonuglar 72 ve 96 saat verileri
icinde s6z konusudur. 72. saatte en yliksek katalaz aktivitesi 0.436 U/mg protein, 96
saateki en yiiksek aktivite ise 0.494 U/mg protein ile dimethoate oranin 50 pg/ml

oldugu durumda hesaplanmistir (Sekil 4.5).

4.6. Dimethoate’nin G. mellonella’nin Malondialdehit (MDA) Diizeyine Etkileri
Cizelge 4.6.’da farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella nin MDA

diizeyine etkileri gosterilmistir. 24, 48, 72 ve 96 saat dilimlerinde genel olarak tiim

konsantrasyonlarda kontrole gére belirgin bir artig s6z konusudur.

Cizelge 4.6. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin 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 11.938+0.211c  10.411+£0.353d  10.184+0.321e 9.836+0.570d
10 pg/ml 12.192+0.413c  12.434+0.630c  14.591+0.338d 15.877+0.588¢
25 pg/ml 14.835+0.274b  12.783+£0.228c  14.042+0.315d 15.651+0.476¢
50 pg/ml 16.947+0.820a  14.437+0.536bc  16.569+0.366¢c 15.998+0.803¢
75 pg/ml 16.121+0.710ab  15.970+0.734b  19.473+1.140b 18.449+0.320b
100 pg/ml 17.676+0.434a  19.618+1.013a  21.590+0.671a 21.586+0.734a

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

Deney grubundaki tiim veriler incelendiginde MDA miktar1 sadece 24 saatlik
deney periyodunda 10 pg/ml dimethoate enjeksiyonu sonunda kontrole gore bir degisim
gostermemistir. Diger konsantrasyonlarda MDA miktar1 kontrole ve en diisiik
dimethoate dozuna gore Onemli Ol¢liide artmistir. En diisik MDA miktar1 kontrol

grubunda gozlenmekle birlikte bu oran 24. saate 11.938 nmol/mg protein, 48. saate
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10.411 nmol/mg protein, 72. saate 10.184 nmol/mg protein ve son saat diliminde ise
9.836 nmol/mg protein olarak hesaplanmustir.

Genel olarak en yiiksek MDA miktar1 ise larvalara 100 pg/ml dimethoate
enjeksiyonu sonucu ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.6). Fakat 24 saat verilerinde en yiiksek
deger 17.676 nmol/mg protein ile 100 pg/ml dimethoate uygulamasi sonucu ortaya
cikarken bu oran ile 75 pg/ml enjeksiyon durumundaki elde edilen sonug ile istatistiki

bir fark meydana getirmemistir.
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Sekil 4.6. Farkli dimethoate konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin MDA miktarina
etkileri (A:24 Saat, B:48 Saat, C:72 Saat, D:96 Saat)
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5. TARTISMA VE SONUC

Tarimsal zararlilarin ortadan kaldirilmasi i¢in gerekli islemlerin hemen hemen
hepsi bilimsel anlamda yapilan ¢aligsmalarindan elde edilen ¢iktilar ile yukar1 dogru bir
ivme kazanacaktir. Zararli canlilar1 ortadan kaldirmak i¢in ise en etkin ve kolay yontem
insektisit kullanimidir. Insektisitlerin bilingsiz kullanimi sonucu ekolojik dengenin
bozulmasi kacinilmaz bir sonu¢ olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Yeniden yapilanma
stireci ise uzun zaman aldigindan bu zararlilara kars1 alternatif metotlarin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Boceklerin  popiilasyon yogunlugunun artmasinda, {iireme potansiyelini
etkileyen, besinin ve sahip olduklar total karbonhidrat, lipid ve protein miktar1 gibi
faktorlerin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (Olson vd. 2000, Hogervorst vd. 2007).
Diger tiim hayvanlarda oldugu gibi bocekler de gelisme, biiyiime, lireme gibi yasamsal
faaliyetleri i¢in proteinlere gereksinim duymaktadirlar (Dadd 1985). Amino asitler
sinirsel iletimde, fosfolipitlerin sentezinde, enerji iiretiminde ve morfogenetik
islemlerde 6nemli bir biyolojik role sahiptir (Chen 1985). Lipidler boceklerde eseysel
olgunluga ulasmada, yumurta tretiminde (Olson vd. 2000) ve enerji ihtiyacinin
karsilanmasinda (Ryan ve Van der Horst 2000) rol oynamaktadir. Karbonhidratlar ise
bdceklerin yasamlart boyunca enerji ihtiyaglarinin karsilanmasinda rol oynayan onemli
bir makromolekiildiir (Chen ve Fadamiro 2006).

Canlilar iizerine ksenebiyotiklerin etkilerinin ortaya ¢ikartilabilmesi i¢in, G.
mellonella L. olduk¢a iyi bir model organizma olmustur. Fizyolojik, immiinolojik,
biyokimyasal ve parazitolojik ¢alismada model organizma olarak G. mellonella’nin
kullanilma nedenleri arasinda hizli yasam dongiisti, larva biyiikliigii ve sentetik
ortamlarda kolay biiytimesi sayilabilir. (Buyukguzel 2006, Coskun vd. 2006, Dubovskiy
vd. 2008).

Cevresel zararli olarak adlandirilan kimyasal maddeler hiicresel seviyede,
membran transport mekanizmasini etkiler, lipidlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin
oksidatif hasarina yol acar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna, lipid
peroksidasyonuna, antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinde
degisiklige yol agarken, organizma diizeyinde ise besinlerin alinimini, sindirimini,

hormonlarin salinimi ve sentezini etkileyebilir (Damien vd. 2004).
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Serbest radikal olusumu, antioksidan sistemin zarar gérmesi ve oksidatif hasar,
pestisitlerin de dahil oldugu bir¢cok ksenebiyotik toksisitesi sonucu uyarilmaktadir
(Maran vd. 2009, Ozden vd. 2013). Oksidanlardan 6rnegin siiperoksit anyonlari,
hidroksil ve hidrojen peroksit, antioksidan sistemlerin inhibe olmasi sonucu proteinlerin
oksidasyonuna, lipid peroksidasyonuna ve hatta apoptosise neden olabilir (Krishnan ve
Kodrik 2006). Ureme ve bagisiklik sistemindeki bozukluklar ile yasam siiresinin diisiisii
oksidatif stresin uzun siireli etkisi sonucunda ortaya cikabilir (Banerjee vd. 1999).
Bundan dolay1 oksidadif stres parametrelerindeki degisikligin belirlenmesi, ¢evresel risk
degerlendirmesinde ve ¢evre kirliliginin erken tespitinde biyomarkir olarak kullanilmasi
yiiksek yapili organizmalarin bu kirleticilere karsi verecegi tepkiler acisindan 6nemli
olabilir (Leomanni vd. 2015).

Askorbat peroksidaz, SOD, katalaz, peroksidaz, GST, askorbik asit ve vitamin
E boceklerdeki antioksidan savunma sisteminin en 6nemli bilesenleridir. (Felton ve
Summers 1995). SOD organizmada olusan siiperoksit radikali (O;") ‘nin H,0,
doniistimiinii saglarken olusan H,O; katalaz ve askorbat peroksidazlar sayesinde elimine
edilir. Bununla birlikte, GST lipid peroksidasyonuna sebep olan etkenleri ortadan
kaldirirken ayn1 zamanda hiicrelerden hidrojen peroksiti uzaklastirir (Barbehenn, 2002,
Dubovskiy vd. 2008).

Insektisitlerin neden oldugu oksidatif stres altinda karbonhidrat ve lipid gibi
enerji kaynaklarinin sentezi, depolanmasi ve kullanimi degisiklik gosterebilir (Saleem
vd. 1998). Toksik maddeler organizmaya girdikten hemen sonra detoksifikasyon
enzimleri tarafindan ortadan kaldirilmaya calisilir. Bu islem i¢in biiylik miktarda enerji
gereksinimi vardir (Choi vd. 2001, Maryanski vd. 2002). Yapilan ¢alismalarda, Pimpla
turionellae (Sak vd. 2006) ve Spodoptera littoralis’de (Rashwan 2013) lipid miktarmin,
Oreochromis mossambicus (Raj ve Joseph 2015) ve Drosophila melanogaster’de
(Kissoum ve Soltani 2016) karbonhidrat miktarinin benzer sekilde dustiigi
gosterilmistir.

Sunulan ¢alismada 6zellikle yiiksek dimethoate konsantrasyonlarinda lipid ve
karbonhidrat miktarinin 6nemli derecede diismiis olmasi daha 6nce yapilan ¢alismalarla
paralellik gostermektedir. Lipid ve karbohidrat miktarindaki bu azalmanin yukarida

bahsedildigi gibi enerji ihtiyacin1 karsilamaya yonelik oldugu diisiiniilmektedir.
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Bununla birlikte zararli maddelerin s6z konusu biyomolekiillerin yapisal anlamda
bozulmalarini tetiklemis olmalar1 da kagiilmazdir.

Akut (Akbar vd. 2012) ve uzun siireli (Adamski vd. 2003, Biiyiikgiizel 2006,
Wu vd. 2011) insektisitlere maruz birakilan boceklerin antioksidan enzim
aktivitelerinde goriilen degisiklikler s6z konusu pestisitlerin fizyolojik ve toksik
etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda 6nemli rol oynar.

SOD aktivitesi, genel olarak denenen diisiik dimethoate konsantrasyonlarinda
onemli Olclide artmistir. Gozlenen bu aktivite artisi, dimethoate’nin neden oldugu
oksidatif stres sonucu artan siiperoksit radikallerinin ortamdan uzaklastirilabilmesi igin
SOD aktivitesinin arttigin1 acik¢a gostermesi agisindan dikkat c¢ekicidir. Bulunan
sonuglar daha once yapilan calismalarla benzerlik gostermektedir (Emre vd. 2013,
Kayis vd. 2015). Calismalarda reaktif oksijen tiirevlerindeki artisa bagli olarak SOD
aktivitesinde artig bildirilmistir (Krishnan ve Kodrik 2006, Karthi vd. 2014), bununla
birlikte siiperoksit anyonlarinin birikmesi SOD aktivitesinde diisiise neden
olabilmektedir (Polte ve Tyrrell 2004).

Katalaz aktiviteside ayn1 SOD aktivitesinde oldugu gibi benzer sonuglar
gostermistir. Dimethoate’nin neden oldugu oksidatif stres sonucu artan hidrojen
peroksitin ortamdan uzaklastirilabilmesi i¢in katalaz aktivitesinde artan SOD aktivitesi
ile birlikte lineer bir artis gézlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise hem SOD hem
de katalaz aktivitesi azalmistir bu durum her iki enzimimde artan dimethoate
konsantrasyonuna bagli olarak ihbibe oldugunun agik bir gostergesidir. Bununla birlikte
dimethoate konsantrasyonuna bagli olarak azalan katalaz aktivitesi, asir1 miktarda
olusan siiperoksit radikallerinin katalaz aktivitesini inhibe etmis olabilecegi fikrini akla
getirmektedir. Benzer sekilde katalaz inhibisyonu kadmiyumun neden oldugu oksidatif
stres altindaki G. mellonella larvalarinda gosterilmistir (Emre vd. 2013). Bununla
birlikte chlorpyrifos ile Cydia pomenella iizerine yapilan ¢alismada katalaz ve SOD
enzim aktivitelerinin 6nemli bir degisim olmadig: bildirilmistir (Morales vd. 2017).
Bagka bir ¢alismada ise SOD ve katalaz aktivitesinin insektisit uygulamasi sonucu
degistigi fakat bu degisimin doza baglh olmadig bildirilmistir (Wu vd. 2011).

Bazi arastirmalar bdoceklerin  diisiik konsantrasyonlardaki H,O,’i ortadan
kaldirmak i¢in askorbat peroksidaz (APOX) ve dehidroaskorbat reduktaz (DHAR)
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enzimlerini kullandiklarini bildirmislerdir (Summers ve Felton 1993, Mathews vd.
1997).

Calismamizda ortaya c¢ikan katalaz aktivitesindeki azalmanin, ¢ok miktarda
olusan ve SOD aktivitesi sonucu ortamdan uzaklastirilamayan siiperoksit radikallerinin,
katalaz enzimini inhibe etmesi sonucu meydana geldigi ve olusan H,O,’nin yukarida
bahsedilen diger enzimler tarafindan temizlenmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Fakat bu
mekanizmanin nasil gergeklestiginin tam olarak anlasilmasi i¢in bu enzimlerin
aktivitelerinin hepsinin birlikte arastirildig: bir ¢alismaya ihtiya¢ vardir.

Cok sayida yapilan ¢alismada boceklerde insektisit stresi altinda antioksidan
enzim aktivitelerinde ve MDA seviyelerinde degisikliklerin gozlendigi belirtilmistir
(Icen vd. 2005, Buyukguzel 2009, Aslanturk vd. 2011). Lipid peroksidasyonunun
belirteci olan MDA diizeyi benzer bir sekilde bircok calismada insektisit etkisinde
artmistir.  Ornegin malation ve chlorpyrifos Oxya chinensis (Wu vd 2011),
organofosforlu insektisitler olan trichlorfon ve dimethoate uygulamast sonucu (Sharma
vd. 2005, Catalgol vd. 2007), MDA iretiminin artif1 rapor edilmistir. Sunulan
calismadaki dimethoate konsantrasyonlarina bagli olarak MDA miktarinin artmasi daha
once yapilan ¢alismalarla paralellik gostermektedir.

Sonug olarak dimethoate G.mellonella’da artan konsantrasyonuna paralel olarak
oksidatif strese neden olmustur. Antioksidan enzim aktivitelerini etkilemis ve protein,

lipid ve karbonhidrat kaynaklarinda 6nemli azalmalara neden olmustur.
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