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Sunulan ¢alismada thiamethoxamin subletal konsantrasyonlarimin Galleria
mellonella’da antioksidan enzimler (SOD: siiperoksit dismutaz ve CAT: katalaz),
lipid peroksidasyon diizeyi (malondialdehid miktar1), baz1 biyokimyasal parametreler
(protein, lipit ve karbohidrat) lizerine olan etkileri arastirilmistir.

Thiamethoxamin denenen subletal dozlar1 (10, 20, 30, 40 ve 50 pg) G.
mellonella larvalarina enjekte edilmis ve 24, 48, 72 ve 96 saat siirelerde etkileri
arastirilmistir. Thiamethoxam protein miktarin1 6nemli dlglide etkilememistir. Fakat
lipid ve karbohidrat miktarlarinin 6nemli Ol¢iide azalmasina neden olmustur.
Antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve CAT) o6nemli o6l¢iide azalirken,
malondialdehid diizeyi 6nemli 6l¢iide artig gostermistir.

Sonug olarak thiamethoxam G. mellonella’da hemostatik ve oksidatif denge
tizerine Onemli etkilerde bulunmus ve antioksidan enzim sisteminde ve enerji
metabolizmasinda degisikliklere neden olmustur.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella; Thiamethoxam; Antioksidan
enzimler; Malondialdehit; Biyokimyasal parametreler
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In this study, effects of sublethal concentrations of thiamethoxam on
antioxidant enzyme activities (SOD. superoxide dismutase and CAT: catalase), lipid
peroxidation levels (malondialdehyde content), some biochemical parameters (total
protein, total lipid, and total carbohydrate) of Galleria mellonella were investigated.

Sublethal doses of thiamethoxam (10, 20, 30, 40 and 50 ug) were injected
into the G. mellonella larvae and the effects were investigated at 24, 48, 72 and 96
hour periods.

Thiamethoxam did not effect of protein content of G. mellonella . But it was
caused significantly reduce lipid and carbohydrate contents when compared to the
control. Antioxidant enzyme activities were significantly reduced and
malondialdehyde content significantly increased after the imidacloprid injection.

Consequently, imidacloprid significantly effects on homeostatic and oxidative
balance and it caused the changes antioxidant enzyme system, and energy
metabolism of G. mellonella,

Key Words: Galleria mellonella; Thiamethoxam; Antioxidant enzymes;
Malondialdehyde; Biochemical parameters
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1. GIRIS Murat ALTUN

1. GIRIS

Pestisitler tarim alanlarinda ve depolama asamasinda tarimsal iirtinlerin, evcil
hayvanlarin ve yerlesim yerlerinin zararlhilara kars1 korunmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Pestisitin kelime anlami zararlilar1 6ldiiren olmakla birlikte, genel
olarak zararlilar1 ortamdan uzaklastiran, popiilasyon yogunlugunu azaltan veya
tamamen ortadan kaldiran dogal veya ¢esitli kimyasal islemlerle sentez edilebilen
bilesikler bu sekilde anilmaktadir [1]. Dogal pestisitlerin kullanimi insanlik tarihi
kadar eski olmakla birlikte 6zellikle XIX. yilizyilldan sonra teknoloji ve kimya
enddistrisinin geligimi ile birlikte sentetik pestisitlerin tiretimi ve kullanimi son derece
yaygin hale gelmistir [2,3].

Pestisitler zararh tiirlerle miicadelede etkin bir yontem olmasi, kullaniminin
kolay ve ucuz olmasi nedeniyle miicadele agisindan biiylik bir kolaylik saglamakla
birlikte, kullaniminin belirli bir standarta sahip olmamasi, genel olarak kullanan
kisilerin bu konuda yetkinliginin olmamas: nedeni ile agir ¢evresel zararlara da
neden olmaktadir. Pestisitler uygulandiklart alanlarda hedef canlilara karsi istenen
etkiyi gosterirken, aymi alanda bulunan yararli birgok canli tiirli lizerine etki
edebilmekte, dahas1 yagmur suyu ve akarsular araciligi ile karasal ve sucul gevrelere
de yayilim gostererek buradaki canlilar aracilig1 ile ekosistem igerisinde genis dlciide
yayilim gosterebilmektedirler [2,4].

Pestisitlerin kullaniminda pestisit-hedef canli iliskisi lizerinde durulmasi
gereken 6nemli bir konudur. Pestisitler etki ettikleri canli gruplarina gore; insektisit
(bocekler icin), akarisit (akarlar igin), mollusit (yumusakcalar icin), fungusit
(mantarlar igin) ve herbisit (zararli otlar igin) olarak siniflandirilirlar [5]. Dogru
pestisit dogru hedef i¢in kullanilmadiginda veya asir1 ve zamansiz kullanildiginda
(6rnegin larvasidal etkili olan bir insektisitin ergin boceklere karst kullanilmasi gibi)
hedef dig1 canlilarin ortadan yok olmasina ve zararli diger tiirlerin bu pestisitlere
kars1 direng gelistirmesine neden olabilir [4].

Pestisitlere kars1 gelisen direng ve yararh tiirlerin yok olmasinin yaninda
kullanilan bu pestisitlerin hedef dis1 canlilar {izerindeki diger etkileri de arastirilmasi

gereken bir konudur. Cesitli pestisit tiirlerinin, ¢esitli canlilarda savunma sistemlerine
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(antioksidan ve bagisiklik), liremeye, genetik materyallere (DNA ve RNA) ve
davranis lizerine etkileri oldugu gosterilmistir [6-10].

Bugiline kadar kesfedilmis canlilar arasinda bocekler sayr ve ¢esitlilik
bakimindan en fazla iiyeye sahip gruptur [11]. Bu kadar cesitlilige sahip olmasi
bakimindan bocekler alemi igerdigi zararli tiir sayisi bakimindan da olduk¢a dnem
arz etmektedir. Bu nedenle insektisitler pestisitler igerisinde en yaygin olarak

kullanilan pestisit grubudur [12].

1.1. insektisitler

Insektisitler yaygin olarak tarimsal iiretimde zararli bdceklerin tahrip edici
etkisini azaltmak veya zararlilar1 tamamen ortadan kaldirmak i¢in kullanilan pestisit
tirleri olmakla beraber, glinlimiizde tarimsal iriinlerin saklandigi depolarin ve
konutlarin, ayn1 zamanda evcil hayvanlarin da zararli boceklerden korunmasi i¢in de
yaygin olarak kullanilmaktadir [13].

Formulasyonunu olusturan etken maddeye gore insektisitler; organoklorlular,
organofosfatlilar, karbamatlar, piretroidler ve neonikotinoidler olarak bes grup
altinda siiflandirilandirilabilirler [14].

Organoklorlu insektisitler, sinir hiicre zarinda pozitif yiiklii iyon hareketlerini
inhibe ederler ve noronlarin hareketlerini engelleyerek, néronlarda ve dolayisiyla
merkezi sinir sistemininde asir1 uyarilmalara neden olur. Bu gruba ait insektisitlerin
en bilineni dikloro difenil trikloroethan (DDT) olmakla birlikte, aldrin ve dieldrin de
bu grubun yaygin olarak kullanilmig tiyeleridir [15-17].

Organofosfat grubu insektisitler ise onemli birer asetilkolinesteraz (AChE)
inhibitoérii olup, enzim inhibisyonuna bagli olarak sinir uclarinda asetilkolin
birikimine neden olarak sinaptik iletimin engellenmesine yol agar. Sonugcta sinaptik
iletim gergeklesmez. En Onemli iiyeleri arasinda malation, paration ve diazinon
sayilabilir [15-17].

Karbamat grubu insektisitlerde organofosfat grubu insektisitler gibi
asetilkolinesteraz enzimini iizerine etkilidirler. Merkezi sinir sisteminin asir1

uyarilmasina neden olarak impuls iletimini engellerler [15-17].
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Piretroit insektisitler, papatyagillerden krizantem olarak adlandirilan bitkiden
elde edilen ve piretrum adi verilen dogal insektisidal aktivitesine sahip madde ile
benzerlik gosteren sentetik kimyasallardir. Sodyum kanallar1 {izerine etkilerini
membran1 depolarize edip Na® akimini arttirarak gerceklestirirler. Tip 1 ve Tip II
olarak iki gruba ayrilan piretroitler sirasiyla, sodyum kanallarimin milisaniyelik bir
zaman araligindan saniyeler kadar uzun siirebilecek bir zaman araligina kadar agik
kalmasina sebep olur ve bu nedenle kontrolsiiz iyon gegisleri ve asir
depolarizasyona neden olurlar [18-19]. Bununla birlikte son yillarda yapilan
caligmalar pyretroidlerin kalsiyum kanallar1 ve beyindeki GABA kapili kloriir
kanallar1 lizerine de etkili olduklar1 gosterilmistir [20]. Sipermetrin ve deltametrin
gibi liyeleri bu grupta yaygin olarak bilinen insektisit formiilasyonlaridir.

Organofosfat ve organoklorlu insektisitlerin uzun zamandan bu yana
kullanilmasi ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan dezavantajlari, gelismis iilkelerde bu
tip insektisitlerin kullanimina siir getirilmesine neden olmustur. Neonikotinoid
grubu insektisitler ilk kez 1970 yilinda kursun metali ile ilgili yapilan ¢aligmalar
esnasinda tesadiifi olarak kesfedilmistir. Daha sonra kursun bilesiklerinden ilk olarak
sentezlenen pestisit nitiazini imidakloprid takip etmis ve 1990’11 yillardan sonra
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir [21,22]. Organoklorlu ve organofosfat grubu
insektisitlere gore hedef dis1 canlilara karsi diisiik toksisite gostermesi, hedef
canlilara kars1 selektif 6zelliginden dolay1 son yillarda tercih sebebi olmuglaridir
[23,24]. Bu grup insektisitler merkezi sinir sistemindeki nikotinik asetilkolin
reseptorleri (nAChR) tizerine yiiksek afinite gdsterirler ve nikotine benzer bir uyarici
etki ile sinaps sonrasi hiicre membraninda iyon kanallarinin asir1 depolarizasyonuna
neden olurlar [23]. Bocekler ve memelilerdeki nAChR lerinin alt tinitelerindeki
yapisal farkliliklar nedeniyle, bdceklerdeki reseptorler ile daha siki ve geri
doniistimsiiz olarak baglandigindan bocekler igin memeli ve kuslara gore daha toksik
oldugu belirtilmektedir [25,26].

Neonikotinoidler,  N-nitroguanidinler  (imidacloprid,  thiamethoxam,
clothianidin) ve N-siyanoaminidler (acetamiprid ve thiacloprid) olmak tizere iki ana

gruba ayrilir [27,28]. Avrupa Birligince clothianidine, imidacloprid ve thiamethoxam
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bal arilarmin yasamlarini tehlikeye attigi yoniindeki calismalar nedeniyle 2013

yilinda kullaniminin kisitlanmasina karar verilmistir [29,30].

1.1.1. Thiamethoxam

Cizelge 1.1 Thiamethoxamin baz1 genel dzellikleri [30]

Kimyasal ad1 “3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)methyl]-5-
methyl-N-nitro-1,3,5-oxadiazinan-4-imine
Molekiil formiili CBH 10C|N503S
Molekiil agirlig 291,71 g/mol
Sudaki ¢oziintirligii (25 °C) 4,1 g/L
Oral akut LDsq (ratlarda) 1563 mg/kg/giin
3Boyutlu yapis1
Www.acs.orgcontentacsenmolecule- P
of-the (“/‘: : f/(\
eekarchivetthiamethoxam.html \ -
L ),
(*(/'L\d

Neonikotinoid grubu insektisitlerin en dnemli temsilcilerinden olup genis
spektrumlu bir bocek oOldiiriictidiir. Diger grup iiyeleri gibi nikotinik asetilkolin
reseptorlerine (nAChR) baglanarak post sinaptik hiicre membraninda iyon
kanallarinin depolarizasyonuna neden olurken, repolarizasyonun engellenmesiyle
iyon kanallarinin normalden daha uzun siire agik kalmasina yol agar [23, 31]. Uzun
stire agik kalan iyon kanallar1 nedeniyle impuls iletimi engellenir ve bocegin paralize
olarak 6liimiiyle sonuglanir [23, 27].

Memelilerde emiliminin hizli oldugu, viicutta yiiksek 6l¢iide dagilabildigi ve
birikim yerinin en ¢ok karaciger oldugu belirtilmektedir. Bunun yaninda kronik
maruziyette karaciger ve bobrek iizerine toksik etkiye sahip oldugu, akut
norotoksisite caligmalarinda lokomotor sistem iizerinde aktivite kayiplarina, yiiksek
dozlarda ise merkezi sinir sistemi depresyonuna neden oldugu ve farelerde tiimor

olusumunu indiikledigi gosterilmistir [30, 32].
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Nauen vd. [33] Spodoptera frugiperda da larval evrede verilen
thiamethoxamin hizli bir sekilde agik zincirli bir diger neonikotinoid olan
clothianidine metabolize oldugunu belirtmislerdir. Bu nedenle biyoaktivasyon
tirlinleride canlilar tizerine etki gosterebilmektedir.

Insektisitler gibi ksenobiyotiklerin toksik etkilerinin  gdsterilmesinde
biyomarkirlar énemli bir yer tutar. Insektisit toksisitesinde serbest radikal olusumu
ve buna bagli olarak olusan reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzim
aktivitelerine, genetik materyaller tiizerine (DNA, RNA), protein, lipid ve
karbohidratlar gibi hiicresel bilesenlerde meydana getirdigi degisiklikler toksik
etkinin gosterilmesinde énemli birer biyomarkirdir [9,10,34,35,36].

1.2. Serbest Radikaller

Son yoriingesinde bulundurdugu bir veya birden fazla sayida eslenmemis
elektrondan dolayr son derece kararsiz yapida olup diger maddelerle reaksiyona
girme egilimindeki atom veya molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir [37].

Serbest radikaller normal oksijen metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikabilmekle
beraber, bu yolla olusan serbest radikaller hiicrelerin kendi savunma mekanizmalari
tarafindan ortadan kaldirilarak hiicrenin korunmasi saglanir. Burada 6nemli olan
nokta olusan serbest radikaller ile bunlar1 ortadan kaldiracak mekanizmalarin
(antioksidan enzimler ve diger antioksidanlar) birbiriyle dengeli olarak gorev
yapmasidir. Oksidatif denge adi verilen bu durumda hiicreler serbest radikallerden
onemli oOlgiide etkilenmezler. Ancak dengenin endojen veya eksojen kaynaklar
tarafindan bozulmasi oksidatif stresle sonuclanir. Oksidatif dengenin bozulmasindaki
en Onemli sebepler arasinda organizmaya giren patojenlere karsi olusturulan
fogositoz tepkimeleri ve viicudumuzda gergeklesen ¢esitli oksidasyon reaksiyonlari
gibi ic¢sel faktorlerin yani sira cesitli ilaglar, alkol, sigara ve uyusturucu gibi
bagimlilik yapic1 maddeler ile pestisit ve agir metal gibi eksojen ¢evresel Kirleticiler
yer almaktadir [38, 39]. Eksojen ve endojen bu kaynaklar ya canlida serbest radikal
iiretimini dogrudan arttirarak ya da antioksidan enzimlerin yapilarinda bozulmalara

neden olarak oksidatif strese neden olurlar [40].
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Serbest radikaller kaynagina bagli olarak reaktif oksijen tiirevleri (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak ayrilirlar [41, 42]. Canli organizmalarda en
onemli serbest radikaller oksijen kaynakli olan ROS’ler dir [43].

Reaktif oksijen tiirlerinin en 6nemlileri siiperoksit radikal anyonu (O;"),
singlet oksijen (*O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikalleri (OH) gibi
inorganik molekiillerden veya alkoksil ve peroksil radikalleri gibi organik
molekiillerden olusur [44,45].

Hiicrede serbest radikallerin zararli etkilerine en ¢ok maruz kalan yapilar
oncelikle membran lipidleri olmak iizere, proteinler, karbonhidratlar ve DNA dir
[34]. Tasidigr paylasiilmamis elektrondan dolayr oldukga reaktif olan bu radikaller
hiicre zarindaki kolesterol ve coklu doymamis yag asitlerinin yan zincirindeki
hidrojen atomu ile birleserek lipidlerin peroksidasyonuna ve sonuc¢ta membran
biitiinliiglinlin ve yapisinin bozulmasmna yol acar [41,42,46]. Ayn1 zamanda
proteinlerin kiimeleserek cokelmesine, capraz baglarin meydana gelmesine ve
aminoasitlerde yapisal degisikliklere neden olurlar [47]. Bu da proteinlerin yapitast
olarak rol aldig1 bircok enzim aktivitesinde, hiicre membraninda bulunan tasiyici
proteinlerin transport mekanizmalarinda ve kas kontraksiyonlarinda hasarlara yol
acar [46,48]. Karbohidratlar tizerine ise monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
olusan H,0,, peroksitler ve okzoaldehidler araciligi ile zarar verirler. Olusan bu
okzoaldehidler, DNA, RNA ve proteinlerin yapisin1 bozar ve mitozu engelleyici etki
gosterirler [35,49]. Hidroksil radikalleri ise DNA {izerinde mutasyona, kiriklara,

capraz bag olusumuna, piirinlerin oksidasyona neden olur [36,46,50].

1.3. Antioksidan Savunma Sistemleri

Bocekler diger canlilarda oldugu gibi serbest radikallerin zararl etkilerinin
Oniline gegilebilmesi i¢in antioksidan savunma sistemlerine sahiptir [51, 52]. Bu
sistemler ya serbest radikal olusumunun engellenmesi yoluyla ya da olusabilecek
serbest radikal formalarinin ortadan kaldirilmasi yoluyla savunma islevini yerine

getirirler [53].
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Boceklerde antioksidan enzimler ve enzim olmayan antioksidanlar
araciligiyla gerceklestirilen bu savunma sisteminde, enzim yapisindaki antioksidanlar
arasinda, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon S transferaz (GST) ve askorbat peroksidaz (APOX) ve dehidroksiaskorbat
rediiktaz (DHAR) gibi enzimler sayilabilir [52,54]. SOD enzimi reaktif oksijen
tiirevlerinin zararli etkilerinden hiicreleri koruyan ilk basamak enzim olarak gorev
yapar ve siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H,0,) ve molekiiler oksijene
parcalanmasini saglar [55,56]. Olusan H,0, ise yiiksek konsantrasyonlarda Katalaz
(CAT) tarafindan pargalanarak su ve molekiiler oksijene [56-58], daha diisiik
konsantrasyonlarda ise APOX ve DHAR gibi enzimler tarafindan pargalanarak
askorbat ve okside glutationa (GSSG) doniistiiriiliir [52]. Glutatyon peroksiadazlar
(GPx), ise katalaza benzer sekilde H,O, ve lipidlerin peroksidasyonuna neden olan
diger radikallerin zararli etkilerine karsi hiicreleri korurlar [41,55,59]. Boceklerde
bulunan selenyumdan bagimsiz GPx formu organik hidroperoksitlerin zararh
etkilerine karsi son derece onemlidir [41,60]. Glutatyon S transferaz (GST), ise
boceklerde direng gelisiminde dnemli rol oynayan ve biyotransformasyon sirasinda
ve peroksidize olmus lipid metabolitlerinin detoksifikasyonunda rol oynayan 6nemli
bir enzimdir [61,62]. Boceklerde diisiik GPx aktivitesinin GST nin sahip oldugu
peroksidaz aktivitesiyle desteklendigi belirtilmektedir [63,64].

Glutatyon rediiktaz (GR) ise HyO2’nin detoksifiye edilmesi sirasinda olusan
glutatyondan indirgenmis glutatyonun (GSH) olusmasini saglayarak, daha sonra
kullanilmak tizere hazir halde tutar [53].

Yukarida bahsedilen enzimatik antioksidanlarin yaninda enzim kokenli
olmayan antioksidanlarda (glutation, askorbik asit, vitamin E, vb.) hiicreleri
ksenobiyotiklerin zararli etkilerinden korurlar [65-67].

Glutatyon hiicrenin her kompartimaninda (sitozol, mitokondri ve niikleus)
yiiksek oranda bulunan bir tripeptidtir. Yapisinda glutamik asit, sistein ve glisin gibi
aminoasitler bulunur [41,68,69]. Hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi onemli
radikallerin zararli etkilerinin oniine gecilmesi gibi 6nemli reaksiyonlarin yaninda

peroksitlere kars1 da etki gostererek hiicreleri korurlar [70,71].
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Onemli bir diger antioksidan madde ise vitamin E, yani a tokoferoldur.
[41,72]. Yagda c¢oziinebilirliginden dolaytr hiicre membraninda hidroksil
radikallerinin hidrojen atomu ile reaksiyona girerek membran lipidlerinin
peroksidasyonunun engellenmesinde 6nemli rol oynar [73].

Suda ¢6ziinebilen bir vitamin olan vitamin C (Askorbik asit) ise, ¢ok gii¢lii
indirgeyici 6zelligi ile siiperoksit ve hidroksil radikalleri ile reaksiyona girer zararl
etkilerine karst hiicreyi korurlar [74,75]. Askorbat, siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin zararh etkilerini ortadan kaldirirken reaksiyon sirasinda ortaya cikan
dehidroaskorbik asit, C vitamini kaynagi olarak tekrar tekrar kullanilabilir
[70,75,76].

1.4. Galleria mellonella (Linnaleus, 1758): Biiyiik Balmumu Giivesi

Lepidoptera ordosuna ait holometabol bir bocek olan Galleria mellonella nin
(L.) larva formu ar1 kovanlarinda bulunan peteklerde onemli miktarda kayiplardan
sorumlu zararl bir tiirdiir [77,78]. Petekler kovanlar igerisine birakilan yumurtalarin
acilmasi ile olusan larvalarin temel besinini olusturur. Alt1 larval evrenin sonucunda
pupa evresi ve ortalama 7-14 giin siiren pupa evresinden sonra ergin bocek olusur
[78,79]. Ergin bir disi ortalama omrii boyunca sicaklik ve nem degerlerine bagl
olarak ortalama 400-1000 yumurta birakarak kovanlara zarar vermeye devam eder
[80-82] (Resim 1.1).

r
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3

Resim 1.1 Galleria mellonella yasam evreleri [(A) Yumurta, B) Larva, C) Pupa, D)
Ergin]
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G. mellonella parazitoid boceklerin kitle halinde iiretilmesinde kullanilan
onemli bir konuk¢u olmasmin yaninda [83], zararli bir tiir olmast agisindan da,
biyolojisi ve miicadelesi agisindan da bilimsel g¢alismalarin 6nemli materyalleri
arasinda yer almaktadir [84]. Son yillarda ise fizyolojik, biyokimyasal, genotoksik,
immiinolojik ve histolojik ¢alismalarda model organizma olarak kullanimi olduk¢a
yayginlasmistir [10,78,85,86]. Geleneksel model organizmalar ile (fare ve siganlar)
yapilan ¢alismalarda gerekli olan etik kurul izin belgeleri, belirli standartlara sahip
laboratuvar gereksinimleri ve artan maliyet gibi dezavantajlar G. mellonella gibi
omurgasiz model organizmalara yonelme ihtiyact dogurmustur [87,88].

Tsai vd. [89], arastirmasinda G. mellonella ile ilgili olarak iki yiizii 2014-
2015 yillart arasinda olmak iizere binin iizerinde akademik ¢alismanin yapildigini
tespit etmistir.

G. mellonella larvalar1 model organizma olarak bazi avantajlara sahiptir. Bu
avantajlar arasinda ekonomik olmasi, kiiltiir olarak yetistirilmesinin kolay olmasi,
kisa yasam dongiisii sayesinde jenerasyonlar arasinda karsilastirma yapilabilmesi,
larva boyutunun ve hemolenf miktarmin ¢oklu deney tekrarlar1 i¢in uygun olmasi,
insan patojen calismalari i¢in gerekli viicut sicakliginda (37°C) yasayabilmesi ve en
onemlisi etik acisindan herhangi bir prosediire gerek duymamas: sayilabilir
[10,79,90-92].

G. mellonella larvalarmmm memeli model organizma olarak kabul
gormesindeki en biiyiik etkenler arasinda memelilerle bir ¢ok yonden benzer 6zellik
goOsteren immiin sisteminin yapist ve ¢alisma mekanizmasidir [93,94].

Bu benzerlikler memelilerdeki epidermisle ayn1 gérevi goren kiitikiil tabakasi,
barsaklarinda bulunan ve mikrobiyal toksinlere karsi reseptor tastyan mikrovilluslar,
patojenlere karsi gosterilen humoral bagisiklik yaniti ve hemositlerin rol oynadigi
fagositoz kabiliyeti olarak gosterilmistir [94-97].

Gelisen teknoloji ve bilim sayesinde sentetik pestisitlerin liretimi her gecen
giin artmakla birlikte bunlarin canlilar {izerindeki etkilerinin incelenmesi oldukga
onemli bir hale gelmistir. Bu etkilerin gosterilmesinde kullanilacak model

organizmalar olduk¢a sinirlidir.
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Yukarida bahsedilen bilgiler dogrultusunda sunulan tezin amaci yeni nesil bir
insektisit olan ve tartismali toksik etkilerinden dolayr bazi gelismis {ilkelerde
kullanimi kisitlanan, buna ragmen iilkemizde kullanimi konusunda herhangi bir
kisitlama olmayan thiamethoxamin son 10 yildir model organizma olarak kullanimi
onemli Olclide artan ayni zamanda zararlt bir tiir olmasi bakimindan insektisitlerin
hedef canli grubunda olan G. mellonella’da antioksidan savunma sistemine ait bazi
enzimler (SOD, CAT), MDA miktar1 ve protein, karbohidrat ve lipid gibi

biyobelirtegler iizerine etkilerini ortaya koymaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Alak ve ark. [98], dogal bir pestisit olan azadiraktin ve sentetik pestisit
deltametrinin Oncorhynchus mykiss’de antioksidan enzim aktiviteleri {izerine olan
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligsmalarinda, her iki pestisitinde SOD, CAT ve GPx enzim
aktivitelerini azalttigini, bunun yaninda MDA diizeyini ise 6nemli 6l¢iide artirdigini
belirtmislerdir.

Baron ve ark. [99], thiamethoxamin Bombus terrestris, Bombus lucorum,
Bombus pratorum ve Bombus pascuorum’da iki haftalik maruziyetten sonra
beslenmeyi engelledigini bildirmisglerdir.

Buyukguzel [100], Pimpla turionellae ve konukgusu olan G. mellonella’da
organofosfat grubu insektisit, malationun, gelisimi ve biyokimyasal parametreleri
nasil etkiledigini arastirmistir. Malationun konak G. mellonella’nin pupalagma
oranini, parazitoit P. turionellae’ da ise eriskin bocek olusumunu azalttigini
go6stermistir. Bunun yaninda, malationun her iki tiirde de MDA miktarini arttirdigini,
yani lipid peroksidasyonuna yol agtigini tespit etmistir.

Champion ve ark. [101], G. mellonella’nin mikrobiyolojik ve toksin
caligmalarinda model organizma olarak kullanilabilecegini belirtmistir.

Choi ve ark. [102] dordiincii evre Chironomus riparius Mg. larvalarinda
fenitrothionun hipoksiya, hiperoksiya ve potasyumun enerji metabolizmasi iizerine
olan etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, fenitrotionun elektron tasima sisteminin
aktivitesinde 6nemli degisikliklere neden oldugunu bunun yaninda lipid ve glikojen
miktarinda 6nemli azalmalara yol agtigin1 gostermistir.

El- Demerdash ve ark. [103], Fare testislerinde insektisitlerin oksidatif stres
ve biyokimyasal parametreler Tlzerine etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda,
lambdasiyalotrin ve fenitrotion karisimmin GST, SOD ve CAT gibi antioksidan
enzim aktivitelerinde azalmaya neden oldugunu bunun yaninda ALT, AST ve protein
icerigini de 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini belirtmislerdir.

Gultekin ve ark. [104], Klorpirifos-etilin invitro olarak eritrositlerde,
antioksidan enzimler olan SOD ve CAT aktivitelerini énemli Slgiide azalttigini ve

MDA miktarinda 6nemli artiglara neden oldugunu gostermislerdir.
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Henry ve ark. [105], Bal arillarinda RFID ile yonetilen c¢iplerle,
thiamethoxam’in 6liimciil dozun altindaki miktarlara maruz kalan bal arilarinda
bliyiik oranda eve geri donememe ve toplanamamadan kaynaklanan o&liimler
saptanmis ve bunlarin biiylik bir risk olusturdugunu belirtmislerdir. Ayrica radyo
frekansiyla yapilan c¢alismada neonikotinoid grubu insektisitlerin, arilarin beyin
fonksyonlarini olumsuz yonde etkileyerek arilarin yon tayinlerini de giiclestirdigini
tespit etmislerdir

Kapoor ve ark. [106], bazi antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve lipit
peroksidasyonu tizerine imidaklopritin etkilerini ratlar {izerinde arastirmislar,
Smg/giin ve 10mg/giin imidakloprit dozu uygulanan hayvanlarda SOD, CAT, GPx
enzim aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeylerinin 6nemli 6l¢iide etkilenmedigini,
fakat dozun arttirilmasi sonucu (20mg/giin) karacigerde SOD, CAT ve GPx enzim
aktiviteleri ile GSH ve MDA diizeylerinin, beyinde ise yine SOD, CAT ve GPx
diizeylerinin 6nemli Olciide farklilik gosterdigini bulmuslardir. Ayrica bobrek
dokusunda da lipid peroksidasyona yol agtigin1 belirtmislerdir.

Kapoor ve ark. [107], Imidaklopritin disi ratlarin ovaryumlar: iizerindeki
morfolojik degisiklikler, hormonlar ve bazi antioksidan enzimler {izerine etkilerini
aragtirmuglardir. Imidakloprite maruz birakilan ratlarda, ovaryumun agirligmin
kontrol grubuna goére azaldigini, bazi patolojik farkliliklara yol a¢tigini, hormonlar
ve SOD, CAT, GPx gibi antioksidan enzimleri énemli dl¢lide etkiledigini ve, GSH
ve lipid peroksidasyon diizeylerinde onemli Ol¢liide degisikliklere yol agtigini
gostermislerdir.

Keshta ve ark. [108], ratlarda thiamethoxam ve acetamipridin oksidatif stres
ve biyokimyasal parametrelere etkilerini inceledikleri c¢alismalarinda her iki
insektisitin de MDA ve nitrikoksit konsantrasyonunun 6nemli 6l¢iide artmasina yol
actigint ve bunun yaninda Onemli birer antioksidan enzim olan CAT ve SOD
enzimlerinin aktivitelerinin azalmasina neden oldugunu belirtmiglerdir.

Kissoum ve Soltani [109], Drosophila melanogaster iizerinde spiromesifen
insektisitinin, biyokimyasal bazi belirtecler iizerine olan etkilerini arastirdiklar
caligmalarinda, = O6nemli birer enerji kaynagi olan karbohidrat ve glikojen

miktarlarinin, insektisitten 6nemli Slgiide etkilenerek azaldigini gostermislerdir.
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Noshy ve ark. [110], karbamatli ve organofosfatli insektisitlerin tarim
iscilerinde oksidatif stres parametreleri iizerine olan etkilerini inceledikleri
caligmalarinda, insektisitlerin MDA konsatrasyonunu énemli 6lgiide artirdigini, GSH
aktivitesini 6nemli Ol¢lide distlirdligiinii ve bunun yaninda glutatyon bagimh
enzimler olan glutatyon peroksidaz ve glutatyon s transferaz aktivitelerini ise 6nemli
Olctide arttirdigini bildirmislerdir. Ayrica enzimatik antioksidanlar olan SOD ve CAT
aktivitelerinde 6nemli dl¢iide azalmanin meydana geldigini bildirmislerdir.

Piri ve ark. [111], spinosadin Glyphodes pyloalis (Walker)’ de bazi
biyokimyasal parametrelere etkilerini arastirdiklart caligmalarinda besinci evre
larvalarinda spinosadin LCj, LCp, LC3p Ve LCyo dozlarinin artan konsantrasyona
paralel olarak karbohidrat miktarim1  6nemli Olgliide azalttigimi, LCyp
konsantrasyonunun lipid miktarint 6nemli arttirdigini ve LCy, LCzp Ve LCyo
dozlarinin ise lipid miktarinda artisa neden oldugunu, protein miktarinin ise LC3o Ve
LC4o dozlarinda 6nemli 6l¢iide azaldigini belirtmislerdir.

Sak ve ark. [112], sipermetrinin Galleria mellonella’nin parazitoiti olan
Pimpla turionellae’da ergin boceklerde toplam lipid, protein ve karbohidrat
diizeylerinde biiyiik oranda azalmalara yol actigini ve bu etkinin bdcegin eseyine
bagli olarak 6nemli dl¢iide fark gosterdigini, disi boceklerin erkeklere nazaran daha
cok etkilendigini gostermislerdir.

Saraiva ve ark. [113], thiamethoxamin toksik etkilerini Chironomus
riparus’ta arastirmislar ve thiamethoxamin biiylimeyi azalttigini, ergin ¢ikis siiresini
geciktirdigini, CAT enzim aktivitesini azaltirken, AChE ve GST aktiviteleri iizerine
onemli bir etkide bulunmadigini belirtmislerdir.

Smina ve ark. [114], toprak solucan1 Helix aspersa’da thiamethoxamin bazi
antioksidan enzim aktivitelerine olan etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda,
asetilkolin esterazin thimaethoxam konsantrasyonuna bagli olarak, onemli 6lgiide
inhibe edildigini ve insektisitin GST ve CAT gibi antioksidan enzim aktivitelerininde
ise artiga neden oldugunu gostermislerdir.

Tavares ve ark. [115], bal arilarinda embriyo sonrasi1 donemde
thiamethoxamin Omiir uzunlugu ve bazi fizyolojik parametrelere olan etkilerini

aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, thiamethoxamin larvalarda ve pupalarda oOmiir
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uzunlugunu ve ergin birey ¢ikisini azalttigini, pupal evrede asetilkolinesteraz ve GST
enzim aktivitelerinde ise 6nemli 6l¢giide artisa neden oldugunu belirtmiglerdir.

Tsai ve ark. [89], G. mellonella’nin 6nemli bir model organizma oldugunu,
bakteri kaynakli hastaliklar ve antimikrobiyal ilag ¢alismalari i¢cin G. mellonella’nin
enfeksiyon modeli olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Ayrica yaptiklar
literatiir calismasinda bu konuda yapilmig binden fazla calisma oldugunu
belirtmislerdir.

Velisek ve Stara [116], thiamethoxamin Cyprinus carpio’da etkilerini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda thiamethoxamin ergin birey ¢ikisi, davranis ve embriyo
hareketliligi lizerine negatif yonde bir etkide bulunmadigini, bunun yaninda
thiamethoxama maruz kalan bireylerin boy ve kilo oranlarinin kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugunu ve gelisimin engellendigini, ayrica siiperoksit dismutaz ve
glutatyon rediiktaz gibi enzim aktivitelerinde 6nemli Ol¢iide azalmalara neden
oldugunu belirtmislerdir.

Vohra ve Khera [117], Ratlarda bazi hayati Onemdeki organlarin
mikromorfolojisi ve bazi Onemli enzim parametreleri iizerine imidaklopritin
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, birinci jenerasyon yavrularda alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), asit fosfataz (ACP) ve
alkalin fosfataz (ALP) gibi enzimlerde yiiksek konsantrasyondaki imidakloprite bagli
olarak aktivite artiglarinin meydana geldigini, bunun yaninda beyin ve plazmada
asetilkolinesteraz (AChE) enzim aktivitesinin kayda deger bir sekilde azalma
gosterdigini belirtmiglerdir.

Yan ve ark. [118], thiamethoxamin Danio rerio’da antioksidan yanit ve
oksidatif stres {izerine etkilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, SOD ve CAT enzim
aktivitelerinin uygulamayi takip eden erken periyotta 6nemli 6l¢iide arttigini, fakat
daha sonra artan reaktif oksijen tiirevleri konsantrasyonuna bagl olarak 6nemli
Ol¢iide azaldigini gostermislerdir.

Zhang ve ark. [119], Fluoxastrobinin akut ve kronik etkilerini Danio rerio’da
arastirdiklar1  caligmalarinda, olusan  reaktif oksijen tiirevlerinin  lipid
peroksidasyonuna neden oldugunu ve DNA hasarlarin1 indiikledigini, artan

fluoxastrobinin konsantrasyonuna bagli olarak 6nce antioksidan enzim aktivitelerinin
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onemli Olgiide arttigin1 daha sonra ise fazla miktarda olusan reaktif oksijen
tirevlerine bagli olarak antioksidan enzim aktivitelerinin inhibe oldugunu

belirtmislerdir.
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3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Albiimin (BSA)

Antron

Bakir Klortir (CuCly)

Bakir Siilfat (CuSQOy)

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
Fenilthiourea (C7HgN>S)

Folin Ciocalteu’s Ayiraci

Fosforik Asit (H3POy)

Hidrojen peroksit (H20,)

Kalsiyum kloriir (CaCly,)

Kloroform (CHCls)

Ksantin, (CsH4N4O2)

Ksantin Oksidaz; (EC): 1.17.3.2.
Metanol (CH3;OH)

Misir Yagi

Nitroblue Tetrazolium (NBT)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)
Potasyum kloriir (KCI)

Sodyum dihidrojen fosfat (Na,HPO,4.2H,0)
Sodyum Hidroksit (NaOH)

Sodyum karbonat (Na,COs)

Sodyum kloriir (NaCl)

Sodyum Potasyum Tartarat (KNaC4H4O¢-4H,0)
Sodyum Siilfat (Na;SOy4)

Stlfiirik Asit (H2SO4)
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Murat ALTUN

Thiamethoxam 3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)methyl]-5-

methyl-N-nitro-1,3,5-oxadiazinan-4-imine

Trikloroasetik asit (TCA)
Tiyobarbiturik asit (TBA)
Vanilin (CgHgOs)

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Analitik terazi

Buzdolabi

Buz makinasi

Deney tiipleri

Ependorf tiipleri

Genel Amacl Santrifiij
Homojenizator

Isiticili manyetik karistiric
Otomatik pipetler

pH metre

Saf su cihaz1

Sicak su banyosu
Sogutmali masaiistii santrifiij
Spektrofotometre

Vortex

-80 °C Derin dondurucu

: Ohaus

: Vestel BZP-XL3442W
: Scotsman AF-80

: Isolab

: Isolab

: Hettich Eba 21

: Daihan

: Daihan Wisd MSH-20A
> Gilson

: Thermo Orion 2 Star

: Millipore Rios 8

: Daihan Wisd WB22

: Hettich Universal 320 R
: Shimadzu UV-1800

: Labart MSV-1

: New Brunswick U570

3.1.3. G. mellonella Stok Kiiltiirii ve Deney Béceklerinin Uretimi

Thiamethoxamin son evre G. mellonella larvalarinin enerji rezervleri (protein,

lipid, karbohidrat diizeyleri), antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve CAT) ve lipid

peroksidasyonuna (MDA miktar1) olan etkilerinin incelendigi bu g¢alismada G.



3. MATERYAL ve YONTEM Murat ALTUN

mellonella larval evredeki bireyleri 30+2 °C sicaklik ve %7045 bagil nem oranina
sahip laboratuvarda ve 24 saat boyunca karanlik fotoperyodu uygulanan bir ortamda
Bronskill [120] tarafindan gelistirilen yar1 sentetik besin igerisinde yetistirilen ergin
bireylerden elde edilmistir (Resim 3.1).

Deneylerden once thiamethoxamin G. mellonella son evre larvalari i¢in 96
saatlik LDso degerleri farkli dozlardaki thiamethoxamin rastgele segilen son evre

larvalaria enjeksiyonu yapilarak belirlenmistir.

Resim 3.1 G. mellonella stok kiltiirt

3.1.4. Thiamethoxamin LDs, Degerinin Belirlenmesi

Stok G. mellonella kiiltiiriinden rastgele alinan son evre larvalara (yaklasik
250-350 mg) thiamethoxamin farkli dozlar1 enjekte edildi ve 96 saat boyunca her 24
saatte bir 6len ve hayatta kalan larvalar takip edilerek kayit altina alindi. Elde edilen
verilerden Finney [121] probit analiz yontemi kullanilarak LDsg degerleri belirlendi.
Buna gore thiamethoxamin subletal dozlarinin larva basina (10 pg, 20 pg, 30 ug, 40
ng ve 50 pg) calisilmasina karar verildi.
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3.1.5. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

G. mellonella stok kiiltiirii olusturmak i¢in bilesimi Bronskill [120] tarafindan
gelistirilen ve iceriginde kepek, bal, saf su, gliserin ve petek bulunan besin cam
kavanozlara konularak iizerlerine G. mellonella ergin bireyleri birakildi. Ergin G.
mellonella bireyleri bu besin igerisinde yumurta biraktiktan sonra agilan yumurtalarin
larva olusumlari takip edildi ve son evreye ulasan larvalar (yaklagik 250-350 mg)
deneylerde kullanildi (Resim 3.2). Son evre larvalari kavanozlardan alinarak buz
iizerinde hareketleri yavaslatildi ve Hamilton marka mikro enjeksiyon ignesi
kullanilarak thiamethoxam farkli konsantrasyonlar1 (10 pg, 20 pg, 30 pg, 40 ug ve
50 pg/larva) larvalarin son arka bacagi 6niinden enjeksiyon yapildi (Resim 3.3).
Kontrol grubu larvalarina ise saf su enjeksiyonu yapilarak larvalar 24, 48, 72 ve 96
saatlik gruplar olusturuldu. Enjeksiyon yapilan larvalar ayni laboratuvar sartlarinda
deney periyotlar1 boyunca bekletildi. Belirlenen siireler sonunda larvalar
bulunduklar1 ortamdan alinarak hassas terazide tartildi ve daha sonra analizler

yapilincaya kadar -80°C de saklanda.

Resim 3.2 G. mellonella son evre (7. evre) larvalari
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Resim 3.3 G. mellonella larvalarina thiamethoxam enjeksiyonu

3.2. Yontem

3.2.1. Biyokimyasal Analizler icin Siipernatantlarin Elde Edilmesi

Larvalar, antioksidan enzim aktiviteleri (SOD ve CAT), lipid peroksidasyon
diizeyi (MDA) ve protein miktarinin belirlenmesi i¢in -80°C’den alinarak 10 mL’lik
plastik tilipler icerisine konuldu ve iizerlerine melanizasyonu engellemek igin
feniltitire eklenerek 50 mM fosfat tamponu (1/10) igerisinde 24000 devir/dk
homojenize edildi. Homojenizasyonu takiben +4 C°* de 10000 devir/dk da 30 dakika
santrifiij edildi ve meydana gelen siipernatant yukarida belirtilen parametrelerin
Ol¢timiinde kullanildi.

Total karbohidrat ve lipid diizeylerinin belirlenmesi i¢in -80°C’ de saklanan
larvalar 10 mL’lik plastik tiipler icerisine alindi ve {iizerlerine melanizasyonu
engellemek i¢in feniltilire eklendi. Daha sonra tiiplere 2 mL sodyum siilfat ilave
edildi ve 24000 devirde homojenize edildi. Homojen hale gelen drnekler {izerine 8

ml kloroform/metanol (1/2) ¢ozeltisi eklendi ve +4 C°’ de, 10000 devir/dk da 10 dk
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santrifiij edildi. Santriifiij isleminden sonra olusan siipernatant toplam karbohidrat ve

toplam lipid oranlarinin tayininde kullanildi.

3.2.2. Total Protein Miktar1 Analizi

G. mellonella son evre larvararinin protein miktarlarinin belirlenmesinde
Lowry ve ark. [122] tarafindan gosterilen yontem esas alinmis, analiz igin gerekli
¢oOzeltilerin hazirlanmas1 ve spektrofotometrede absorbans okunmasi ve protein
miktarlarin hesaplanmasi Kayis [123]” de agiklandigi sekilde yapilmustir.

Protein miktarinin analizinde %1’ lik BSA (Sigma; A-2153) standart olarak
kullanilmis ve seri sulandirmalarla hazirlanan standart cozeltilerin 750 nm’de
spektrofotometrik yontemle (Shimadzu UV-1800) olgiilmeleri ile elde edilen
absorbanslar kullamilarak protein standart grafigi olusturulmustur. Orneklerden
edilen absorbanslar standart ¢ozeltilerin absorbanslari ile olusturulan standart protein
egrisine yerlestirilerek boceklere ait toplam protein miktarlart elde edilmistir. Bu
degerler toplam bocek agirliklarina boliinerek, sonuglar mg/100mg protein olarak

gosterilmistir.

3.2.3. Total Karbohidrat Miktar: Analizi

Toplam karbohidrat miktarinin tayini Van Handel [124] in gostermis oldugu
yonteme gére yapilmistir. Orneklerin karbohidart miktarlarini belirlemek igin 6nce
saf glikojenden mililitresinde 0.1gr glikojen igeren bir stok ¢ozelti hazirlanmigtir
(Sigma G-8751). Bu stok ¢ozeltiden seri sulandirmalarla farkli konsantrasyonlarda
¢ozelti serileri hazirlanmis ve ¢ozeltilerin 625 nm de spektrofotometrik (Shimadzu
UV 1800) olgiimlerle elde edilen absorbanslari kullanilarak standart bir karbohidrat
regresyon egrisi olusturulmustur. Orneklerin absorbanslarmin belirlenmesi igin ise,
orenklerden 200 pL alimarak Van Handel [124]’ e gbre okunmustur. Elde edilen
absorbans verileri standart ¢ozelti serilerinden elde edilen karbohidrat regresyon
denkleminde yerine konularak toplam miktarlari mg/100mg cinsinden

hesaplanmustir.
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3.2.4. Total Lipid Miktar1 Analizi

Orneklerin toplam lipit miktar1 Van Handel [125]” in gelistirmis oldugu
yonteme gore hesaplanmistir. Bunun i¢in dncelikle % 0.1’ lik misir yag: kullanilarak
stok bir ¢6zelti hazirlanmistir. Bu ¢ozelti kloroform/metanol (1/2) karisimi ile farkli
konsantrasyonlarda seyreltilmis ve elde edilen ¢dzelti serilerinin spektrofotometrede
(Shimadzu UV 1800) 525 nm dalga boyunda okunmasu ile lipid standart grafigi elde
edilmistir. Daha sonra 200 pL ornek alinarak spektrofotometrede Van Handel
[125)’in gelistirmis oldugu metoda gore okuma islemi yapilmig, elde edilen
absorbans verileri standart grafik kullanilarak olusturulan regresyon denkleminde

yerine konularak total lipid miktar1 mg/100mg olarak hesaplanmustir.

3.2.5. Siiperoksit Dizmutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin belirlenmesinde Sun ve ark. [126]
tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. Enzim aktivitesinin spektrofotometrik
6l¢iimiinde kullanilan SOD reaktif ¢ozeltisinin icerdigi kimyasallar, reaktif hazirlama
ve spektrofotometrede okuma asamalar1 ile enzim aktivitesinin hesaplanmasinda
kullanilan formiiller daha once Kayis [123]’de agiklandigi sekilde uygulanmistir.

Orneklerin SOD aktiviteleri U/mg protein cinsinden belirlenmistir.

3.2.6. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz enzim aktivitesinin hesaplanmasinda Aebi [127] tarafindan gosterilen
yontem kullanilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometre kinetik olarak 6l¢iilmiis, 30
sn araliklarla 1 dk boyunca okuma islemi yapilmistir. Okunan absorbanslardan enzim
aktivitesin hesaplanmasit ve yontemde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmas1 Kayis
[123]’de gosterildigi gibi uygulanmistir. CAT enzim aktivitesi U/mg protein seklinde

ifade edilmistir.
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3.2.7. Malondialdehid (MDA) Miktarinin Belirlenmesi

Malondialdehid miktarmin tayininde Bar-Or ve ark. [128] tarafindan
gelistirilen yontem esas alinmistir. Bunun ig¢in siipernatanttan 250 pl alinarak
tizerine %20’lik 125 pL TCA ilave edildi ve 30 dk 15000 devirde santrifiij edildi.
Daha sonra lizerine % 0,8’lik TBA ¢ozeltisinden 200 uL ilave edilen ornekler,
vortekslenerek daha 6nceden 90 °C’ye ayarlanan sicak su banyosunda bir saat
bekletildi. Daha sonra orneklerin sogumalari beklendi ve soguyan ornekler
spektrofotometrede 525nm de 250 pL saf su + 125 pL TCA + 200 pL TBA ile
hazirlanan kore karsi okundu. Absorbanslar asagida verilen formiil kullanilarak

MDA diizeyleri nmol/mg protein cinsinden hesaplandi.

Hesaplama:

A=K ( Konsantrasyon) x 1 (Isik yolu) x € (Ekstinksiyon katsay1si)
K = A (Okunan absorbans)/ 1 x € (1,56. 10> M ™ cm ) = nmol / mg protein

3.2.8. Verilerin Analizi

Deneyler farkli zamanlarda beser kez tekrarlandi, her bir konsantrasyonun her
bir tekrarindan elde edilen verilere SPSS 20.00 istatistiksel analiz bilgisayar
programi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Istatistiksel analizler i¢in Student-
Newman Keul’s (SNK) testi kullanilmistir. Verilerin ortalamalar1 arasindaki fark

0.05 olasilik seviyesinde P degerinden biiyiik ise anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Thiamethoxamin G. mellonella’nin Total Protein Miktarina Etkisi

Farkli thiamethoxam konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin toplam
protein miktarina etkileri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1° de gosterilmistir. Denenen tiim
periyotlarda gerek kontrol grubu ile insektisit uygulanan gruplar arasinda gerekse
uygulanan dozlar arasinda protein miktarlar1 bakimindan artma ve azalmalar olmakla

birlikte bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).

Cizelge 4.1 Thiamethoxamm G. mellonella’nin toplam protein miktarina
konsantrasyona bagli etkileri .

PROTEIN

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

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

Kontrol 2.194+0.076a 2.3424+0.160a 2.511+0.064abc  2.680+0.110a
10 ng 2.089+0.072a 2.379+£0.170a 2.673+0.142abc  2.564+0.075a
20 ug 2.134+0.142a  1.9414+0.038a 2.289+0.135¢ 2.566+0.127a
30 pg 2.17940.161a 2.3774+0.123a  2.438+0.154bc ~ 2.715+0.091a
40 pg 1.939+0.087a 2.483+£0.128a 2.925+0.035a 2.754+0.079a
50 pug 2.201+0.100a 2.43940.163a 2.758+0.050ab  2.501+0.127a

*:a, b, c, harfleri verilerin ortalamalar: arasindaki farki gostermektedir. Herbir
stitundaki ayni harfi igeren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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Protein A
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Sekil 4.1 Thiamethoxamin G. mellonella’nin total protein miktarina etkileri (A:24
saat, B: 48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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4.2. Thiamethoxamin G. mellonella’min Total Lipid Miktarina Etkisi

Farkli thiamethoxam konsantrasyonlarmin G. mellonella larvalarinin toplam
lipid miktarina etkileri Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 de gosterilmistir. G. mellonella’nin
lipid miktarlar1 thiamethoxam enjekte edilen larvalarda onemli olgiide degisiklik
gostermistir. Yirmi dordiincii saatte kontrol grubuna gore (6.320 mg/100mg) tek fark
50 ug thiamethoxam konsantrasyonunda gortilmiistiir. Bahsi gegen konsantrasyonda
lipid miktar1 diger insektisit konsantrasyonlarina gore de onemli Ol¢lide azalmistir
(4.202 mg/100mg) (P<0.05). Kirk sekizinci saatte lipid miktar1 30 pg thiamethoxam
dozu disindaki dozlarda kontrole gore dnemli dl¢iide azalirken, 72 ve 96. saattlerde
ise en diisiik doz olan 10 pg thiamethoxam dozu disindaki tiim dozlarda kontrol

grubuna gore 6nemli dl¢lide azalmustir.

Cizelge 4.2 Thiamethoxamin G. mellonella’nin toplam lipid miktarina
konsantrasyona bagli etkileri _
LIPID
(mg/100mg)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort£Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 6.320+£0.442a 7.041+£0.339a  7.441+0.259a  8.155+0.252a
10 ng 6.226+0.295a 5.960+0.221b  7.114+0.193a  8.043+0.200a
20 ug 5.9814+0.086a 5.799+0.300b  5.457+0.182b  6.140+0.263b
30 pug 5.44840.160a 6.351+£0.263ab  5.673+0.154b  5.669+0.069b
40 pg 5.850+0.141a 4.978+0.172c  4.558+0.188c  4.854+0.111c
50 png 4.202+0.184b 4.242+0.122d  3.904+0.196d  3.768+0.132d

*: 4, b, ¢, d harfleri verilerin ortalamalari arasindaki farki gostermektedir. Herbir

stitundaki ayni harfi igeren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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Sekil 4.2 Thiamethoxamim G. mellonella’nin total lipid miktarina etkileri (A:24 saat,
B: 48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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4.3. Thiamethoxamin G. mellonella’nin Total Karbohidrat Miktarina EtKisi

Farkli thiamethoxam konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin toplam
karbohidrat miktarina etkileri Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3° de gosterilmistir. G.
mellonella larvalarinin toplam karbohidrat miktar1 24. saatte yalnizca en yiiksek
thiamethoxam konsantrasyonunda (50 pg) kontrole ve diger konsantrasyonlara gore
onemli 6lciide azalmistir (P<0.05). Bahsi gegen giinde diger konsantrasyonlarin
kendi aralarinda ve kontrol grubuyla karsilastirilmalart durumunda istatistiki
bakimdan bir fark bulunanmamistir (P>0.05). Kirk sekizinci saatte kontrol grubunda
8.272 mg/100mg olan karbohidrat miktar1 20, 40 ve 50 pg thiamethoxam
konsantrasyonlarinda onemli Olglide azalarak sirasiyla 7.047 mg/100mg, 4.257
mg/100mg ve 2.293 mg/100mg olarak gerceklesmistir. Yetmis iki ve 96. saatlerde
karbohidrat miktarlarinda doza bagli olarak bir azalma gerceklesmekle beraber, bu
azalma en diisiik doz olan 10 pg thiamethoxam disindaki dozlarda istatistiksel olarak

o6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.3 Thiamethoxamin G. mellonella’nin toplam karbohidrat miktarina
konsantrasyona bagli etkileri

KARBOHIDRAT
(mg/100mgQ)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 8.522+0.350a 8.272+0.191a  9.339+0.220a 8.838+0.221a
10 ng 8.074+0.274a 7.756+0.265ab 8.846+0.191a 8.384+0.166a
20 ug 7.651+0.191a  7.047+0.232b  6.838+0.298b 6.662+0.466b
30 ug 8.045+0.357a 7.828+0.220ab 6.714+0.162b 6.133+0.185b
40 pg 7.660+£0.356a 4.257+0.228c  3.7594+0.186¢c 2.904+0.222c
50 nug 2.724+0.264b 2.293+0.339d  2.837+£0.194d 1.826+0.083d

*. 4, b, ¢, d harfleri verilerin ortalamalar1 arasindaki farki gostermektedir. Herbir
stitundaki ayni harfi i¢eren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)

(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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Sekil 4.3 Thiamethoxamim G. mellonella’nin total karbohidrat miktarina etkileri
(A:24 saat, B: 48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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4.4. Thiamethoxamin G. mellonella’nmin SOD Enzim Aktivitesine EtKisi

Farkli thiamethoxam konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin SOD
enzim aktivitesi iizerine olan etkileri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’ de gbsterilmistir. SOD
enzim aktivitesi 24. saatte yalnizca en yiiksek thiamethoxam konsantrasyonunda (50
ng) kontrol grubuna goére onemli dlgiide azalirken (P<0.05), diger thiamethoxam
konsatrasyonlarinin  gerek kendi aralarinda gerekse kontrol grubu ile
karsilastirilmalart sonucunda istatistiksel bir fark bulunamamistir (P>0.05). Kirk
sekizinci saatte yiiksek insektisit dozlar1 olan 40 pg ve 50 pg thiamethoxam enjekte
edilen larvalarda kontrol grubuna ve diger dozlara gore SOD aktivitesinde onemli
Olciide azalma meydana gelmistir (P<0.05). Yetmis iki ve 96. saatlerde ise denenen

tiim thiamethoxam konsantrasyonlarinda SOD aktivitesi kontrole gére 6nemli 6lgiide

azalmakla beraber (P<0.05), bu azalmalar doza bagli azalma seklinde
gerceklesmistir.
Cizelge 4.4 Thiamethoxamm G. mellonella’nin SOD enzim aktivitesine

konsantrasyona bagli etkileri

SOD
(U/mg protein)

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

Kontrol 16.250+0.591a  14.260+£0.500ab  14.441+0.390a 13.125+0.350a
10 ug 16.194+0.958a 13.613+0.399b 11.422+0.411c¢ 11.648+0.392b
20 pg 15.699+0.532a  15.505+0.503a 11.699+0.381c 11.563+0.423b
30 ug 15.076+0.518a 15.031+£0.536ab  10.704+0.345bc 8.824+0.143¢
40 png 13.971£0.225a 10.215+0.247¢ 9.811+0.263c¢ 8.238+0.416¢
50 ug 9.856+£0.598b  9.639+0.355¢ 9.602+0.198c 7.990+0.336¢

*. @, b, ¢ harfleri verilerin ortalamalar1 arasindaki farki gostermektedir. Herbir

stitundaki ayni harfi i¢eren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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Sekil 4.4 Thiamethoxamin G. mellonella’nin SOD enzim aktivitesine etkileri (A:24
saat, B: 48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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4.5. Thiamethoxamin G. mellonella’nin CAT Enzim Aktivitesine Etkisi

Farkli thiamethoxamin konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin CAT
enzim aktivitesi lizerine olan etkileri Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5’ de gosterilmistir.
Katalaz enzim aktivitesi 24. saatte en diisiik thiamethoxam konsantrasyonu (10 pg)
disindaki tiim dozlarda kontrole gére onemli dlgiide azalmistir (P<0.05). Kirk sekiz,
72 ve 96. saatlerde ise denenen tiim thiamethoxam konsantrasyonlarinda CAT
aktivitesi kontrole gore onemli Ol¢liide azalmistir (P<0.05). Yetmis iki ve 96.
saatlerde CAT aktivitesinde gozlenen azalma doza bagli bir azalma seklinde
gerceklesmistir.

Cizelge 4.5 Thiamethoxamm G. mellonella’nin CAT enzim aktivitesine

konsantrasyona bagli etkileri

CAT
(U/mg protein)

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

Kontrol 0.065+0.0009a 0.063+0.0014a 0.064+0.0012a  0.057+0.0005a
10 ug 0.063+0.0010a  0.056+£0.0012b  0.027+0.0008b  0.028+0.0006b
20 pg 0.033+£0.0010b  0.032+0.0011c  0.026+0.0007bc  0.023+0.0006¢
30 ug 0.035+£0.0013b  0.027+0.0007d  0.023+0.0006d  0.022+0.0003c
40 pg 0.033+£0.0012b  0.028+0.0004d 0.023+0.0005¢cd  0.021+0.0004c
50 ug 0.031+0.0005b  0.025+0.0009d 0.020+0.0004¢ 0.017+0.0004d

*: a, b, ¢, d,e harfleri verilerin ortalamalar1 arasindaki farki gostermektedir. Herbir
stitundaki ayn1 harfi igceren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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Sekil 4.5 Thiamethoxamin G. mellonella’nin CAT enzim aktivitesine etkileri (A:24
saat, B: 48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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4.6. Thiamethoxamin G. mellonella’nin MDA Miktarina EtKisi

Farkli thiamethoxam konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinin MDA
miktar1 iizerine olan etkileri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6° da gosterilmistir. MDA
diizeyleri 24, 48 ve 72. saatlerde en diisiik thiamethoxam konsantrasyonu (10 pg)
disindaki dozlarda kontrol grubuna ve en diisiik thiamethoxam konsantrasyonuna
gore onemli Slgiide artmistir (P<0.05). Doksan altinci saatte kontrol grubunda 4.50
nmol/mg protein olan MDA seviyesi denenen tiim dozlarda 6énemli dl¢iide artarak
(P<0.05), sirastyla 6.22 nmol/mg protein, 12.77 nmol/mg protein, 22.68 nmol/mg
protein, 31.03 nmol/mg protein ve 38.64 nmol/mg protein olarak 6l¢lilmiistir. MDA
diizeylerindeki bu artiglar denenen tiim periyotlarda doza bagh artis seklinde

gerceklesmistir.

Cizelge 4.6 Thiamethoxamim G. mellonella’nin MDA miktarina konsantrasyona
bagl etkileri

MDA
(nmol/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort:Std) (Ort:Std) (Ort:Std) (Ort=Std)
Kontrol 3.99+0.158¢  4.28+0.187¢ 4.42+0.198e 4.50+0.174f
10 pg 4.13+0.300e  4.12+0.241e 4.27+0.197e 6.224+0.129¢
20 pug 13.25+0.507d 13.03+0.479d  12.73+0.427d  12.77+0.206d
30 ug 14.66+0.424c 14.68+0.371c  19.22+0.419c  22.68+0.310c
40 pg 25.85+0.390b 29.33+0.493b  27.70+0.516b  31.03+£0.419b
50 ug 31.3840.753a 34.39+0.381a  37.26+0.347a  38.64+0.470a

*:a, b, ¢, d, e, f harfleri verilerin ortalamalar1 arasindaki farki géstermektedir. Herbir
stitundaki ayni1 harfi iceren veriler arasinda istatistiki olarak bir fark yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata
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Sekil 4.6 Thiamethoxamin G. mellonella’nin MDA miktarina etkileri (A:24 saat, B:
48 saat, C: 72 saat ve D: 96 saat)
*: kontrol grubu ile farki gostermektedir (P<0.05)
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5. TARTISMA

Ksenobiyotiklere maruziyet sonucunda olusan serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasinda antioksidan enzimler 6nemli rol oynarlar. Enzimatik antioksidanlar,
bu radikal tiirevlerinin ya olusumunu 6nleyerek ya da olugsmasina engel olunamayan
bu radikalleri ortamdan kaldirarak veya pargalanmalarini saglayip daha az zararh
bilesenlere doniistiirerek canlilart koruma islevini yerine getirirler. Protein, lipid ve
karbohidrat gibi biyomolekiiller ise bu siirecte enerji kaynagi olarak kullanildiklar
icin stres altindaki canlilarda miktarlarindaki degisimler nedeniyle biyolojik
indikator olarak kullanilan 6nemli makromolekiillerdir.

Calismamizda thiomethoxamin subletal dozlarinin bazi antioksidan savunma
sistemi enzimleri, lipid peroksidasyon diizeyleri ve protein, lipid ve karbohidrat gibi
biyomolekiiller iizerine olan etkileri G. mellonella’da arastiriimistir.

Canlilarda metabolizmanin isleyisi sirasinda az miktarda serbest radikal
normal kosullarda da iiretilir, fakat bu az miktardaki radikal, sahip olunan enzimatik
ve enzimatik olmayan savunma mekanizmalar1 tarafindan uzaklastirildigi veya
ortadan kaldirildig1 i¢in canli iizerine zararli bir etkide bulunmaz. Disardan alinan
serbest radikal olusumunu indiikleyen maddeler ise serbest radikal olusumunu
organizmanin sahip oldugu savunma mekanizmalarimin ortadan kaldirabilecegi
diizeyin ¢ok tizerine ¢ikardigi veya 6zellikle enzimatik antioksidanlarin yapilarinda
bozulmalara neden oldugu i¢in oksidatif strese neden olmaktadirlar [129].

Viicuda alinan ksenobiyotikler ¢esitli biyotransformasyon enzimleri
tarafindan daha az zararli hale getirilmek ic¢in formasyon degisikligine ugratilirlar.
Asil amaci daha az zararli hale doniistirmek olan bu islem esnasinda bazi
ksenobiyotikler daha aktif formlara doniiserek daha toksik bir hale gelebilir [130-
132]. Ksenobiyotikler ve onlarin biyoaktivasyon iiriinlerinin serbest radikallerin
meydana gelmesini indiikledigi ve oksidatif hasara yol a¢tig1 bilinmektedir. Onemli
bir ksenobiyotik grubu olan pestisitlerin toksik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasinda bu
serbest radikaller 6nemli birer belirtectir [38].

Cheung [133], kimyasal maddelerin neden oldugu stres kosullarinda

antioksidan enzim aktivitelerinde artisin genel bir kural olmadigini, stres faktoriiniin
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konsantrasyonu veya uygulama siiresine bagli olarak enzim aktivitelerinde artma
veya azalmalar olabilecegini belirtmistir. Yapilan gesitli calismalarda ise canlilarda
laboratuvar kosullarina agir metallere maruziyet, insektisit uygulamalar1 ve bakteri
enfeksiyonu sonucu olusturulan stres kosullarinda antioksidan enzim aktivitelerinde
meydana gelen degisiklikler rapor edilmistir [134-137].

Sunulan g¢alismada G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi, ilk 24 saatte
sadece en yiiksek konsantrasyonda olmak iizere, 0Ozellikle 48 saatten sonra doza
bagli olarak 6nemli 6l¢iide azalmistir. Katalaz enzimi ise SOD’ye benzer sekilde
artan thiamethoxam konsantrasyonuna bagli olarak 6nemli azalmalar gostermistir.
Yapilan ¢alismalar farkli pestisitlere maruz birakilan boceklerde antioksidan enzim
aktivitelerinde 6nemli 6lglide degisiklik gézlendigi gosterilmistir [10,138,139].

Ksenobiyotiklere maruz kalma sonucunda antioksidan enzim aktivitelerinde
artisin - gergeklesmesi toksik etkinin bir sonucu olarak gozlenen Onemli bir
reaksiyondur [138,140,141]. Boceklerde insektisit uygulamasi sonucu SOD ve CAT
enzim aktivitelerinde artis gdzlendigi farkli arastirmacilar tarafindan gosterilmekle
birlikte [10,142,143], c¢alismamizda elde edilen veriler bu genel duruma
uymamaktadir.

Pestisitler direkt olarak redoks dongiistine girerek ROS miktarini artirirlar ve
oksidatif strese neden olabilirler, bunun yaninda redoks dongiisline girmeden de
antioksidan enzimlerin inhibisyonuna yol agip oksidatif strese yol agabilirler [40].
Stiperoksit radikali molekiiler oksijene bir elektron eklenmesiyle olusur ve SOD
enzimi tarafindan dismutasyona ugratilarak hidrojen peroksitin olusumuna yol acar.
Olusan hidrojen peroksit ise baslica katalaz enzimi tarafindan su ve molekiiler
oksijene dontstiiriiliir [34,127,144]. Fakat yiiksek miktarda olusan bu reaktif oksijen
tirevleri antioksidan enzim aktivitelerinde inhibisyona da neden olabilmektedir
[118,119,145,146], fluoxastrobin uygulanmis baliklarda yiiksek dozlarin asirt
miktarda reaktif oksijen tiirevlerinin olugsmasina neden oldugunu, sonugta kendi
substratlart olan SOD ve CAT aktivitelerinde azalmalara neden olarak lipid
peroksidasyonuna yol agtigim belirtmistir. Gultekin ve ark. [104], In vitro olarak
uygulanan klorpirifosetilin ROS iiretimini arttirdigin1 buna bagl olarak da SOD ve

CAT enzim aktivitelerinin azaldigini gostermislerdir. Yan ve ark. [118] ve Keshta ve
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ark. [108], thiamethoxamin baliklarda ve farelerde SOD ve CAT aktivitelerini
azalttiginin gostermislerdir. Benzer sekilde farkli organizmalarda, farkli pestisit
uygulamalarinin  antioksidan enzim aktivitelerinde neden oldugu azalmalar
[40,110,116,147], calismamizla paralellik gostermektedir. Calismamizda antioksidan
enzim aktivitelerinde ortaya c¢ikan bu azalmalarin, artan reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu antioksidan enzimlerin sistein yapilarinin oksidasyonuna bagli olarak
aktivitesindeki azalmadan kaynaklandigini seklinde yorumlanmistir [148,149].

Malondialdehid lipid peroksidasyonunun son {iiriinii olarak ortaya ¢ikan ve
ksenobiyotiklerin neden oldugu toksik etkinin hiicresel zararlarinin belirlenmesinde
kullanilan 6nemli bir indikatordiir [9,10]. Sunulan ¢aligmada thiamethoxam enjekte
edilen G. mellonella larvalarinda’da MDA diizeylerinde kontrol grubuna gore 6nemli
Olglide artis gozlenmistir. Ortaya ¢ikan veriler daha 6nce ortaya konan galismalarla
biiyiik olciide paralellik gostermektedir. Kayis ve ark. [10], DDVP uygulamasindan
sonra G. mellonella’da MDA diizeylerinin arttigini, Hamza ve ark. [150], S.
oryzae’de metil avermektinin lipid peroksidasyona neden oldugunu belirtmislerdir.
Keshta ve ark. [108], ratlarda thiamethoxamin serbest radikal olusumunu ve MDA
miktarini artirdigini géstermistir.

Artan reaktif oksijen tlirevlerinin antioksidan enzimlerce ortadan
kaldiritlamamasinin bir sonucu olarak hiicre membraninda lipidlerin peroksidasyonu
gerceklesmektedir [151]. Sunulan ¢alismada antioksidan enzim aktivitelerinde
azalma ve MDA diizeyinin artmasi bu genel duruma uymaktadir.

Biitiin canlilarda oldugu gibi béceklerde de proteinler biiyiime, gelisme lireme
ve enerji sentezinde, lipidler eseysel olarak erginlige ulasmada, yumurta iiretiminde,
hormonlarin sentezinde, enerji liretiminde, karbohidratlar ise baglica enerji kaynagi
olarak kullanilmaktadir [152-158].

Protein, lipid ve karbohidratlarin canlilarda sentezi, depolanmasi, kullanimi
ve dolayisiyla miktar1 pestisitler ve agir metaller gibi toksik ksenobiyotiklerin
etkisiyle degisebilir [159]. Arastirmacilar bu enerji kaynaklarindaki azalmalarin
toksik metabolitlerin zehirli etkilerini ortadan kaldirmak i¢in gerekli detoksifikasyon

enzimleri ve 1s1 sok proteinlerinin sentezlenmesi ve bu metabolitlerin aktif olarak
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uzaklagtirlmasinda gerekli olan enerji i¢in kullanildigin1  belirtmislerdir
[102,112,160].

Sunulan ¢alismada G. mellonella’nin  toplam protein  miktarinda
thiamethoxama bagli olarak énemli bir degisiklik olmamakla birlikte toplam lipid ve
toplam karbohidrat miktarlari 6nemli Ol¢lide azalmistir. Daha oOnce yapilan
caligmalarda insektisit etkisine maruz birakilan boceklerde toplam protein miktarinin
onemli olglide degistigi gosterilmistir [161-163]. Ribeiro ve ark. [161], boceklerdeki
protein igeriginin pestisitlere maruziyet ile ortaya g¢ikan oksidatif stres altinda,
fizyolojik bir adaptasyon ile gelisen, protein katabolizmasinda degisiklikler seklinde
ortaya ¢iktigini belirtmislerdir. Sunulan ¢aligmada protein miktarinin thiamethoxam
dozlarina bagli olarak énemli 6l¢lide degismemesi daha 6nce yapilan ¢alismalardan
farkli bir durumdur. Bununla birlikte, Yiicel [164] imidakloprid enjekte edilen G.
mellonella larvalarininda protein miktarlarinin yalnizca yiiksek konsantrasyonlarda
azaldigini, Dagdevran [165] ise emamektin benzoat enjekte edilen G. mellonella
larvalarinda ise protein miktarinda oOnemli bir degisiklik gozlenmedigini
belirtmislerdir. Caligmamizda protein miktarinda gozlenen bu durumun uygulanan
thiamethoxam konsantrasyonuna bagl olarak ortaya c¢ikan doz-yanit iliskisinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bocekler gesitli aktiviteler i¢in gereksinimleri olan enerjiyi biiyiik oranda ve
oncelikli olarak karbohidratlardan elde ederler [155,156].

Calismamizda elde edilen verilerde thiamethoxam konsantrasyonuna paralel
olarak toplam karbohidrat miktarlar1 6nemli olglide azalmistir. Daha 6nce yapilan
caligmalar farkli insektisitlerin boceklerde karbohidrat miktarinda benzer azalmalara
neden oldugunu gostermistir [109,164-166]. Elde edilen veriler thiamethoxamin
neden oldugu stres altinda artan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda karbohidratlarin
biiyiik oranda kullanildig fikrini uyandirmaktadir.

Bocekler ihtiyact olan lipidleri 6ncelikli olarak besinlerden saglarlar, lipidleri
daha sonra kullanilmak iizere depolayabilir ve protein ve karbohidrat gibi diger temel
besinlerden sentezleyebilirler [167]. Sunulan c¢alismamizda daha Once yapilan
calismalara benzer sekilde thiamethoxam enjekte edilen G. mellonella larvalarinda

da lipid miktar1 6nemli olgiide azalmistir. Sak ve ark. [112] P. turionellae’da,
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Fotouhi ve ark. [168] B. mori’de, Dagdevran [165] ve Yiicel [164] G. mellonella’da
farkli insektisitlerin toplam lipit miktar1 iizerine ¢aligmamizdakine benzer sekilde
etki ettigini gdstermislerdir. Lipid miktarindaki bu azalmanin stres altinda ihtiyag
duyulan enerjinin karsilanmasina yonelik adaptif azalma oldugu belirtilmistir [112].
Insektisit gibi toksik maddelerin viicuda almmmasindan sonra detoksifiye
edilerek zararsiz hale doniistiiriilmesi veya biyotransformasyona ugratilarak daha az
zararl bilesikler haline doniistiiriilerek viicuttan atilmasi canlinin kendini korumasi
acisindan elzemdir. Bu islemler icin gerekli olan detoksifikasyon enzimleri ve HSP
(1s1 sok proteinleri) sentezi ve olugan metabolitlerin viicuttan aktif olarak atilmasi
igin enerji gereksinimi oldukga fazladir [102,112,160]. Elde edilen verilere gore
ortaya ¢ikan total karbohidrat ve total lipid igerigindeki azalmanin insektisitin neden
oldugu toksik stres altinda, thiamethoxamin =zararli etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda, yukarida bahsedilen mekanizmalarin isleyisi i¢cin bocegin ihtiyaci

olan enerji ihtiyacinin karsilanmasinda kullanildigi sonucuna varilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak thiamethoxam G. mellonella’ya 6nemli Ol¢iide etki ederek
antioksidan enzim aktiviteleri, lipid peroksidasyonu ve enerji metabolizmasi (protein,
lipid ve karbohidrat) iizerine énemli dl¢lide etki etmistir. Azalan antioksidan enzim
aktivitesi ile birlikte artan MDA diizeyleri oksidatif dengenin serbest radikaller
lehine bozuldugunu ve membran lipidlerine zarar vererek hiicresel diizeyde etkisinin
yaninda, enerji metabolizmasi iizerine etki ederek 6zellikle birincil enerji kaynaklar
olan karbohidrat ve lipidlerin metabolizmasini 6nemli 6l¢iide etkilemistir.

Sonuglar neonikotinoid grubu nispeten yeni ve siklikla kullanilan bir insektisit
olan thiamethoxamin oksidatif stres parametreleri olan antioksidan enzimler (SOD,
CAT), lipid peroksidasyonu (MDA) ve protein, lipid ve karbohidratlar gibi énemli
biyokimyasal parametreler tizerine olan etkilerini G. mellonella gibi model bir
organizmada gostermesi bakimindan énemlidir.

Elde edilen sonuglar gostermektedir ki, thiamethoxam zararlilarla miicadelede
etkin olarak kullanilabilecegi gibi, diger canlilar iizerine de potansiyel toksik

etkisinden dolay1 bilingli kullanilmasi gereken bir insektisittir.
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