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Yapilan ¢calisgmada Sulfoxaflor’un farkli konsantrasyonlarinin (0.01, 0.10, 0.25,
0.50, 1 pg/20 g besin) model organizma Galleria mellonella larvalarinda bazi enzim
aktivitelerine, total hemosit sayisina, mikroniikleus olusumuna, MDA diizeylerine ve
gelisimine etkisi arastirildi. Besinin Sulfoxaflor igeren biitliin konsantrasyonlarinda
(0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1 pg/20 gr besin) G. mellonella larvalarinin SOD, CAT, APX
aktivitesi ve MDA miktar1 kontrole gore artig gosterdi. Besinin 1 pg Sulfoxaflor
icermesi durumunda gerek kontrole gerekse diger konsantrasyonlara gére GST
aktivitesinin 6nemli ol¢iide diistiigii goriildii. Denenen tiim konsantrasyonlarda PO
aktivitesinin kontrole gore azaldigi belirlendi. Sulfoxaflor oranindaki artisa bagl
olarak protein, karbonhidrat ve lipid miktarinda kontrole gore diistisler gozlendi.
Toplam hemosit sayisinin denenen konsantrasyonlarda (0.01, 0.10, 0.25 pg) kontrol
ile karsilagtirildiginda arttig1 fakat yiiksek konsantrasyonlarda (0.50, 1.00 pg) kontrole
gore 6nemli Olglide azalma goriildii. Mikroniikleus olusumu yiiksek konsantrasyonlar
olan 0.50 ve 1.00 pg da kontrole oranla 6nemli miktarda artis gosterdi. Comet analizi
sonucu genotoksik hasar olustugu belirlendi. Sulfoxaflor’'un denenen tim
konsantrasyonlarmin kontrol ile karsilastirildiginda G. mellonella erginlerinin
biraktiklari toplam yumurta sayisini, agilan yumurta sayisin1 ve agilan yumurtalarin
yiizdesini distirdiigi gorildi. Sulfoxaflor uygulamasina bagh olarak, larval gelisim
stiresinin, kontrol grubuna kiyasla uzadig1 goriildii. Ayni sekilde pup olma ve ergin
olma siiresinin uzadig1 goriildii. Calismamiz Sulfoxaflor’un model organizma G.
mellonella Uzerindeki negatif etkilerini agik¢a gdostermistir.

Anahtar kelimeler: Sulfoxaflor; G. mellonella; Antioksidan enzimler;
Biiyiime ve gelisme



ABSTRACT

Doctoral thesis

SULFOXAFLOR’ UN Galleria mellonella’NIN GELISIMINE VE BAZI
BiYOKIMYASAL PARAMETRELERINE ETKIiSi
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The effects of different concentrations of Sulfoxaflor (0.01, 0.10, 0.25, 0.50,
1.00 pg/100 g nutrient) on some enzyme activities, total hemocyte count, micronucleus
formation, MDA levels and development in model organism Galleria mellonella
larvae were investigated in the study. SOD, CAT, APX activity and MDA amount of
G. mellonella larvae increased in all concentrations of the food containing Sulfoxaflor
(0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1 pg/20 g of food). When the food contained 1 pg of
Sulfoxaflor, GST activity was found to decrease significantly compared to both control
and other concentrations. It was determined that PO activity decreased in all tested
concentrations compared to the control. Due to the increase in the sulfoxaflor ratio,
decreases in the amount of protein, carbohydrate and lipid were found out compared
to the control. It was found out that the total number of hemocytes increased in the
tested concentrations (0.01, 0.10, 0.25 pg), but decreased significantly in higher
concentrations (0.50, 1.00 pg) compared to the control. Micronucleus formation
increased significantly at high concentrations of 0.50 and 1.00 pg compared to control.
Comet analysis determined that there was genotoxic damage. When all tested
concentrations of Sulfoxaflor were compared with the control, G. mellonella adults
were found out to reduce the total number of eggs laid, the number of urgent eggs and
the percentage of urgent eggs. Depending on the Sulfoxaflor application, it was
observed that the duration of larval development prolonged compared to the control
group. In the same way, it was seen that the duration of pup and adult was prolonged.
Our study clearly demonstrated the negative effects of Sulfoxaflor on the model
organism G. mellonella.

Key words: Sulfoxaflor; G. mellonella; Antioxidant enzymes, Growth and
development
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Hizla biiyiiyen diinya niifusu karsisinda tiiketimin de hizla artmasi nedeniyle
yeterli tarim {retimi saglanamamaktadir. Tarimin siirdiirebilirligi ve hayvansal
uretimin smnirl olmasi artan niifusun besin ihtiyacini karsilamada yetersiz kalmaktadir.
[1]. Tarimsal tiretimin devaminin saglanmasi i¢in mahsul verimini korumak amactyla
pestisit adi verilen kimyasal maddeler kullanilmaktadir. Modern tarim
uygulamalarinda pestisitler tarimin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir. Ancak uzun
vadede insan sagligi iizerine olumsuz etkileri oldugu belirtilmistir. Pestisitlerin ilk
olarak kullanimi, bocek istilasini azaltmada, tarimsal verimliligi artirmada ¢ok etkili
olmustur. Fakat zamanla hedeflenen zararlilarin yok edilmesi ekolojik sistemde bir
dengesizlik ortaya cikarmistir. Cevreye zararli oldugu tespit edilen, bazilari
topraklarda ve suda yasayan omurgasizlar ve omurgalilarin dokularindaki biyobirikim
ile trofik zincirlerden yukari tagmarak ve iist yirticilar: etkilemektedir [1]. Ornegin,
Daphnia magna fizerinde yapilan bir ¢alismada, endosiilfan siilfatin ekdisteroidal
sistem (deri degistirme ve embriyonik gelisim gibi diizenleyici islemler) ve
kabuklularin hormon aktivitesini (cinsiyet oranini ve iliremeyi) olumsuz etkiledigi
bildirilmistir. Pestisitlerin bal arilar1 iizerindeki etkilerinin arastirildig bir ¢alisma da
erginlerin ortaya ¢ikmasinin gecikmesi gibi sonuglar ortaya ¢ikmistir [2]. Baska bir
ornek verilirse Greme hormonu Uretiminde linuron siganlarda testosteron iiretimini
onemli 6l¢iide saglarken linuron, pestisit maruziyetinden sonra azalirken, progesteron
tiretimi etkilenmemistir. Insan diizeyinde, pestisitlerin de {ireme yetenegini ve cinsel
gelisimi bozdugu gosterilmistir [1] Baska bir ¢alisma da bagisiklik sistemine verilen
hasar ile artan miktarlarda baz1 kanserli dokulardaki pestisit kalintilar1 gozlenmistir.
Pestisitler insanlar ve diger canlilar Uzerinde istenmeyen etkileri bulunan ve tarim
urtinler icin potansiyel risk teskil eden herhangi bir bocek veya zararlinin kontrolii
amaciyla ortama salinan madde veya maddeler karisimidir [3]. Pestisit terimi gok
cesitli bilesikleri kapsamaktadir. Bunlar etki ettigi canli grubuna goére insektisitler,
fungisitler, herbisitler, rodentisitler, mollusitler, nematositlerdir. Oliimcul etkiler,
pestisitlerin sublethal ya da diisiik konsantrasyonlarina maruz kalan ve hayatta kalan

bireyler tizerindeki fizyolojik ve davranigsal etkiler olarak tanimlanir. Pestisitlerin



1. GIRIS Emel ALP

neden oldugu olimciil etkilere ek olarak, eklembacaklilar iizerinde fizyolojik ve
davranigsal degisimlere de yol agmaktadir. Bu etkiler yasam siiresinde azalma,
dogurganlik ve yumurtlama davramisindaki degisiklikler, beslenme davranisinda
gerileme ve gelisme oraninin diismesidir [4].

Insektisitler tarimda zararli bdceklerin kontroliinde kullanilan pestisitlerdir.
Bocekler siirekli kullanilan insektisitlere diren¢ ve adaptasyon gelistirirken
insektisitlerin tarimsal siirdiiriilebilirligi, ¢evreyi ve ¢iftgilerin sagligini ve de bunlarin
yani sira ¢iftliklerin yakininda yasayan diger canlilara da zararh etkileri oldugu
bilinmektedir [5]. insektisitler etki sekillerine gore karbamatlar, organofosforlular,
pretiroidler, kloroidler, juvenil hormon analoglar1 ve neonikotinoidlerdir [6].
Neonikotinoidler nikotin maddesinin kimyasal yapis1 baz alinarak {iretilen sentetik
insektisitlerdir. Neonikotinoidler diger insektisitlere oranla daha fazla kullanilir ve
emici boceklerin kontrol edilmesi i¢in dayanak noktasidir fakat boceklerde
neonikotinoid insektisitlere karsi direng gelistiginden yeni bir insektisit grubu
kulanilmaya baglanmistir [7]. Yedi grup neonik insektisit oldugu bilinmektedir. Bunlar
Butenolid, Siyanoiminler, Mezoiyonik, nitroiminler, nitrometilen, Nikotinoidler ve
Sulfoksiminlerdir. Tiim neonikler, benzer bir etki tarzina ve hedef bdlgede ¢apraz
dirence sahip nikotinik asetilkolin reseptéri (NAChR) agonistleridir ve
formiillerindeki baz1 6nemli farkliliklara ragmen, memeli nAChR'lerine gore bocek
Uzerinde daha etkilidir. Sulfoksiminler, yeni bir insektisit sinifin1 temsil ederler. Azot
igeren molekiilii sayesinde neonikotinoidlere ve diger insektisitlere direncli olan emici
bdcekler de dahil olmak Uzere birgok zararliya karsi yiksek derecede etkinlik gosterir
[5]. Stlfoksiminler bocek nikotinik asetilkolin reseptorlerine (nAChR) etki eden diger
insektisitlerden farkli bir yere baglanarak nAChR'leri etkilemektedir [7].

Sulfoksiminler, bitki 6zsuyu ile beslenen bocekleri hedef alan bir insektisit
smifidir. Bu bilesikler memelilerde boceklerden daha diisiik toksisiteye sahiptir.
Sulfoxaflor, yeni bir alternatif olarak Entegre Zararli YoOnetimi programlarinda
kullanilan, Dow Agrosciences tarafindan gelistirilen ve yeni bir hareket tarzina
sahiptir. Sulfoxaflor, bir neonikotinoid olarak kabul edilmez c¢iinkii Insektisite
Dayanikli Eylem Komitesi tarafindan Sulfoximinlerin yeni 4C alt grubundaki

benzersiz etki sekli ile sulfoxaflor’un son derece etkili oldugunu belirtmiglerdir.
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Sulfoxaflor yeni kimyasi, biyolojik aktivite spektrumu ve ¢apraz direng eksikligi ile
zararli kontrolii i¢in dnemli yeni bir ajandir, bu nedenle 6zellikle insektisit direng
yonetimi programlarinda yararhidir, siilfoksamin sinifindan gelistirilmekte olan ilk
bilesiktir. Sulfoxaflor [metil (oksido) {1- [6- (triflorometil) piridin-3-il] etil} -lambda
(6) -sulfaniliden] siyanamid, igerisinde 5-etil-2-triflorometilpiridin olan piridin
smifinin bir tiyesidir. Etil grubu 1. pozisyonda bir N-siyano-S-metilstlfonimidoil
grubu ile adlandirilir. Sulfoxaflor, iki tetrahedral dort stereoizomerin bir karisimidir.
Piridinlerin bir iyesi, bir siilfoksimid, bir nitril ve bir organoflorin bilesigidir.
Sulfoxaflor sistemik bir insektisittir, etkilenen boceklerde norotoksin etki gosterir ve
oldurur.  Sulfoxaflor, asetilkolin yerine nAChR'lere baglanir ve diger
neonikotinoidlerden veya nikotinik aktif bolgelerden farkli oldugu diisiiniilen bir
bolgeye baglanarak bunu saglamaktadir. Sulfoxaflor baglanmasi, kas titremesi ve

ardindan felg ve 6liim ile sonuglanan kontrolsiiz sinir uyarilarina neden olur [5].

DP;Y
F O N—=N
N/

F F

Sekil 1 Sulfoxaflor'un kimyasal yapisi [8]

1.1. Oksidatif stres

Cesitli kimyasallarin (pestisitler, ilaglar, metaller, duman, anormal oksijen
konsantrasyonu, vb.), fiziksel (radyasyon, sicaklik, giiriiltii, titresim vb.) ve fizyolojik
(hastaliklar, yaralanma, yaslanma, inflamasyon, vb.) stres faktorleri fonksiyonel
homeostaziyi bozabilecek bir stres durumuna neden olabilirler. Boyle bir durum
oksidatif stres (OS) olarak adlandirilir [9]. Detoksifikasyon sistemlerinin eszamanli
bozulmasi ile reaktif oksijen tiirleri (ROT) olugmaktadir. Oksidatif stres, ROT’ un

iretim ve eleme stirecleri arasindaki dengesizlikten kaynaklanmaktadir. Organizmada

3
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ki tiim siiregleri olmasa da ¢ogunu etkileyebilmektedir. Oksidatif stres durumunda
ROT’un gegici ya da kalic1 olmasi hiicresel bilesenlerin zarar gordiigii bilinmektedir.
[9]. Artan ROT konsantrasyonlar1 proteinlere, lipidlere ve nikleik asitlere oksidatif
hasar verir ve bdylece hiicrelerin, organlarin veya tiim organizmanin fonksiyonlarini
ciddi sekilde bozarak o6lime yol acabilir [10]. Teorik olarak, OS dort araliga
boliinebilir: bazal, diisiik yogunluklu, orta ve yiiksek yogunluklu OS sirasiyla BOS,
LOS, IOS ve HOS olarak kisaltilabilir [10]. Farkli yogunluktaki oksidatif strese tepki
olarak farkli sistemler gérev yapmaktadir. Organizmalar sinir sistemi tarafindan
kontrol edilen etkili savunma sistemleri gelistirmislerdir. Boceklerde, anti-OS
reaksiyonlar1 agirlikli olarak corpora'dan salgilanan adipokinetik hormonlar tarafindan

duzenlenmektedir [11].

1.2. Reaktif oksijen turleri

ROT, normal hiicresel metabolizma sirasinda aerobik organizmalar tarafindan
uretilir. Oksijen, aerobik yasam siiregleri i¢in gereklidir, ancak kullanilan oksijenin
yaklasik% 1 -% 3'li veya daha fazlasi solunumda oksijenin rediiksiyonu ile stiperoksit
anyonu Oz, hidroksil radikali *OH ve hidrojen peroksit H,O, gibi ROT'a ve
perhidroksil radikali, nitrik oksit (NO) ve peroksinitrite dondstiirtiliir [9]. Bdylece
ROT, diisiik ile orta konsantrasyonlarda iiretildiginde, cesitli fizyolojik hiicrelerde
islev goriir, ancak yliksek konsantrasyonlarda hiicresel bilesenler iizerinde olumsuz
etkilere yol acabilir. Lipid, protein, karbonhidrat, antioksidan enzimler, kan hucreleri
ve DNA modifikasyonlara sebep olmaktadir. ROT'un sitotoksik etkileri genel olarak
notralize edilir. Bir dizi karmagik enzimatik ve enzimatik olmayan detoksifikasyon
mekanizmasit ROT'un zararli etkileriyle miicadele etmek i¢in gelismistir. Bu nedenle,
her zaman ROT iiretimi ile gii¢lii antioksidan sistemler arasinda dinamik bir denge
vardir. Ancak, ROT Uretimi ve antioksidan savunma sistemi arasinda oksidanlar lehine
degisimler olusabilmektedir. Bu nedenle OS, oksidasyonun antioksidan sistemlerini
astigt bir durum olarak tanimlanabilir. Daha once de belirtildigi gibi, hucresel
homeostaz, lipid peroksidasyonu, protein hasari, oksidatif hasar gibi olaylarla

sonuglanir [11].
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Cizelge 1.1 Oksidatif stres ile ilgili reaktifler [11]

*O2- Siiperoksit anyonu Tek elektron rediikte durum
*H20O Perhidroksil anyonu | Protonlasmis Oz, oldukga lipid
¢Ozunar
*H202 Hidrojen peroksit Oz ya da Oz den olusur
* OH Hidroksil radikali Fazla reaktiftir
*RO(LO) Alkoksil radikali Organik radikal
*ROO(LOO) Peroksil radikali Organik hidroperoksitten olusur
*ROOH(LOOH) | Organik hidroperoksit
*10, Singlet molekiiler
oksijen
*RO" Eksite karbonil
*HOCI Hipokloroz asit Notrofillerde olusur

ROT, serbest radikaller ve radikal olmayanlar olmak {iizere iki gruba ayrilir.

Ote yandan, iki serbest radikal eslestirilmemis elektronlar paylastiklari zaman radikal

olmayan formlar olusur. Burda in vivo ortamlarda toksik etkiler olusturan hidroksil
radikali ("OH), siiperoksit anyonlar1 (O2—-), (O2) ve perhidroksi radikalleri (HOO),
ROT tarafindan ve nitroksil radikali (NO) RNS tarafindan olusturulmaktadir. Hidroksi

radikali tiretildigi birgok yerde molekller ile tepkimeye girebilen en toksik ve en aktif

oksijen radikalidir. Perhidroksi radikali, sliperoksit anyonlarinin protonlanmasiyla

meydana gelir. Nitroksil radikali ise gaz halinde bulunan ¢ozlnebilir bir serbest

radikaldir. Radikal olmayanlar ise H202, organik hidroperoksitler (ROOH) ve

hipokloroz asittir (HOCI) [12]. Aerobik solunum da suiperoksit anyon radikalinin
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uretimi icin ana alan mitokondridir yani canli organizmalarda aerobik kosullar altinda
tiketilen oksijenin %90'nindan fazlast ROT salimi olmadan dort elektronlu
mekanizmalar yoluyla elektron tasima zincirinde sitokrom oksidaz ile dogrudan suya
indirgenir. Tulketilen oksijenin %10'undan daha azi ise doniistimle ardigik yollar
araciligiyla tek elektronlu superoksit anyon radikaline ve molekiler oksijene (O>)
bunu takiben iki protonun eszamanli kabulii ile tek elektron indirgemesiyle H.O> elde
edilir. Ozetlemek gerekirse molekiiler oksijenin cevresindeki molekillerden iki
elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi sonucu H20; olusur, [10] ancak
bu islem sirasinda tim elektronlarin %1-3' sistemden sizar ve siiperoksit anyon
radikalleri Uretir. Stiperoksit anyon radikalleri I6kositler, monositler ve makrofajlar
tarafindan fagositik aktivite sirasinda tiretilir.

H>0> serbest bir radikal degildir fakat serbest radikal kimyasinda 6nemli bir
yer tutmaktadir. Biyolojik sistemlerde H2O. Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en fazla hasar veren hidroksil radikalini (OH) olusturmaktadir. Bu
reaksiyonun gergeklesebilmesi icin ortamda gecis metalleri veya Fe?" nin bulunmasi
gereklidir. OH, biyolojik sistemler tzerinde etkisi bulunan ve meydana geldigi yerde
dontisiimsiiz hasarlara sebep olabilen bir oksidandir. ROT’nin en guglusudir ve lipid

peroksidasyonunda rol oynar [13].

Cizelge 1.2 Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu [13]

Cu™¥Fe® + Oy —» Cu*/Fe?* + O,
O2-+ H202 > OH:-+OH + O, Haber- Weiss
reaksiyonu

O tek basmma H2O: ile reaksiyona girebilir ve OH™ dretebilir [13]. Bir
organizmay1 etkileyen ve ROT olusumuna yol acan birkag ekzojen oksidan vardir.

Iyonlastiric1 radyasyon: Oksijenin varliginda, siiperoksit anyon radikalleri,
H20. ve organoperoksitlere karsi diger organik radikaller iyonlastirici radyasyon
hidroksil radikallerini doniistiirebilir. Bu hidroperoksit tiirlerinin Fe*? ve Cu*? gibi

redoks aktif metal iyonlari ile Fenton yolu reaksiyonu ile OS indiiksiyonuna yol acar.
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Ozona maruz kalma: Lipid peroksidasyonuna neden olabilir.

Kirleticilerden gelen agir metal iyonlari: Demir, bakir, kadmiyum, civa,
nikel gibi agir metal iyonlar1, kursun ve arsenik ROT olusumunu indiikleyebilir ve
hiicresel hasara yol agabilir. Onemli bir metal katalizli serbest radikal olusumunun
mekanizmasi, yukarida tarif edilen Fenton tipi reaksiyonlar yoluyladir. Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari disinda, bazi metal iyonlar1 hiicredeki bazi molekiillerle
dogrudan etkilesime girebilir ve serbest radikaller olusturabilirler. Bu radikaller ayrica
O™ iiretmek i¢in diger tiol molekiilleri ile reaksiyona girebilir. Ayrica, Oz~ « H202'ye
dontistiiriiliir, bu da ek oksijen radikal olusumuna neden olur [11].

Pestisitler: ROT'un herbisitler ve bdcek oldurtculer gibi gevresel

kontaminantlara maruz kalarak siirekli olarak tiretildigini gostermektedir [11].

1.3. Antioksidan savunma sistemleri

Antioksidan savunma sistemi organizmada cesitli faktorlerin neden oldugu
oksidatif stres sonucu artan ROT’u yok etmek amaclayan bir sistemdir. ROT'u ortadan
kaldiran veya olumsuz etkilerini en aza indiren bu sistemlere antioksidan savunma
sistemi denir. Bu sistemlere ¢ogunlukla molekuler kutlelerine gore siniflandirma
yaklasimlar1 bulunmaktadir. Bu yaklasima gore antioksidanlar iki gruba ayrilir: Diistik
molekiler kiitle antioksidanlari radikallerin dokudaki etkilerini dnleyen (genellikle bir
kilodaltonun altinda molekiiler kiitleleri olan) yiiksek molekiiler kiitle antioksidanlari
radikal olusumunu Onleyen (molekiler ile kiitle birden fazla veya aslinda on
kilodaltondan daha yuksek) sistemlerdir Diisiikk orandaki ROT miktar1 antioksidan
savunma sisteminden kacarak OH radikaline donustiiriilebilir. Diisiik molekiiler kiitleli
antioksidan sistemi OH radikalinin olusumunu engellemekte ve yok edilmektedir.

Diisiik molekiiler kiitle antioksidanlar grubu kimyasal olarak C vitamini
(askorbik asit) ve E vitamini (tokoferol), karotenoidler, antosiyaninler, polifenoller ve
tirik asit gibi genellikle iyi bilinen farkli bilesikler icerir. Cogu gida veya takviye
bilesenleri olarak insanda 6nemli bir yere sahiptir. Oksidatif stres sonucu ortamda
artan serbest radikalleri yok etmek amaciyla hiicrelerde devamli olarak enzimatik ve

enzimatik olmayan reaksiyonlar meydana gelmektedir. [11].

7
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Cizelge 1.3 Antioksidan savunma sistemleri [11].

Enzimatik antioksidan savunma sistemi

Nonenzimatik savunma sistemi

*Katalaz (CAT)

*Superoksit dismutaz (SOD)
*Glutatyon S- transferaz (GST)
*Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
*Glutatyon rediiktaz (GSR)
*Askorbat peroksidaz (APX)
*Fenoloksidaz (PO)

*Albimin

*Urik asit
*Transferrin
*Ferritin
*Laktoferrin
*Melatonin

*Sistein Glutatyon (GSH)
*a-Tokoferol (vit E)
*Askorbat (vit C)
*B-Karoten
*Flavonoidler

*Urat

*Bilirubin

1.3.1. Enzimatik antioksidan savunma sistemi

Katalaz (CAT), Superoksit dismutaz (SOD), Glutatyon rediktaz (GR),
Glutatyon peroksidaz (GPx), Fenoloksidaz (PO), Askorbat peroksidaz (APX)

enzimatik savunma hattini olusturan enzimatik antioksidanlardir [14].

1.3.1.1. Katalaz (CAT) (CAT; EC: 1.11.1.6)

Enzimatik antioksidanlardan biri olan katalaz 60 kDa agirliginda ve ayni

yapiya sahip dort tetrahedral alt birime sahip olan her molekllde dort tane

ferriprotoporfirinler iceren bir hem-enzimdir. Her alt birimde hem grubuyla birlikte

NADPH molekiili bulunmaktadir. Eritrosit, karaciger, bobrek ve kemik iligi gibi canli

organizmanin dokularinda ve hicrede peroksizomlar, mitokondri ve endoplazmik
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retikulumda bulunur. CAT, H202’ i pargalayarak suya ve oksijene doniistiiriiliir 15].
Bu durum asagidaki tepkimede gosterilmistir [16].

2H,0 ———» 2H,0 +0O9

1.3.1.2. Superoksit Dismutaz (SOD; EC.1.15.1.1)

Slperoksit Dismutaz (SOD), superoksitin  H202 ’e dismutasyonunu
katalizleyen ilk enzimatik adimi olusturur. Yani siiperoksit anyonlarini temizler ve
H20> ve oksijene doniistiirerek bunlari detoksifiye eder. Sitoplazma da bulunan ¢inko
(Cu, Zn-SOD veya SOD1) ve bakir bulunduran bir SOD dimerik proteinidir.
Mitokondride bulunan manganez (Mn-SOD veya SOD2) iceren bir SOD
homotetramerik proteinidir. Hiicre disinda Cu ve Zn (EC-SOD veya SOD3) igeren bir
SOD tetramerik glikoproteindir. Ayrica hiicrelerde en bol bulunan sitozolik form olan
CuZn-SOD’dir. CuZn-SOD enziminin en 6nemli fonksiyonu, oksijeni metabolize
eden hicrelerde meydana gelen siperoksit radikallerinin zararli etkilerine karsi

hiicreyi korumaktir. Béylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. [15].

1.3.1.3. Glutatyon S Transferaz (GST; EC 2.5.1.18)

Glutatyon S Transferaz bitkiler de dahil olmak Uzere mikroorganizmalar ve
hayvanlarda hemen hemen her tiirde bulunmaktadir. Hiicresel yerlere gore, GST'ler
sitozolik, mikrozomal ve mitokondriyal olarak adlandirilir. Boceklerde kesfedilen
bocek GST'leri esas olarak sitozolde bulunmaktadir. Genellikle sitosolik GST'ler 200-
250 amino asit ve mikrozomal GST 150 amino asite sahiptir. GST’ler amino asit
sekanslarina ve immiinolojik, kinetik ve yapisal 6zelliklere gore yedi alt sinifa (Delta,
Epsilon, Omega, Sigma, Theta, Mu ve Zeta) ayrilir. Alti alt simif (Delta, Epsilon,
Omega, Sigma, Teta ve Zeta) boceklerde bulunur. Sigma sinifi GST'ler en biiyiik GST
alt aileleridir. Boceklerde bulunan GST’ler artan insektisit toksisitesinden

kaynaklanan oksidatif strese kars1 dirence yol agmaktadir [17]. GST ler ¢esitli reaktif
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tirlerin konjugasyonu ve lipid peroksidasyon drlnlerinin detoksifikasyonu ile
oksidatif hasar1 6nleyen detoksifikasyon enzimleri ailesidir. GST’lerin insektisitlerin
organizmanin viicudunda zehirlilik oraninin azaltilmasiyla olusan ara {iriinleri yok
ederek bunlarin zararlarina karsi koruma sagladigi bilinmektedir [18]. Ara Urtnlerin
olusturulmasi Faz 1 reaksiyonlar1 olarak bilinirken ara tirlinlerin yok edilmesi ise Faz
2 reaksiyonlarinin gorevidir. GST, Faz 2 reaksiyonlarinda gorev almaktadir. Glutatyon
konjugasyonu, merkapturik asit yolunda toksik bilesiklerin ortadan kaldirilmasina yol

acan ilk adimdir [19].

>

20
2H* .
\ Slperoksit Dismutaz
% 2GSH

Fe2+ H20; Glutatyon peroksidaz
ar GSSG
Fe
Katalaz 2H,0 NADPH
OH
1 Glutatyon rediiktaz
2H,0+0,

NADP*+H*

Sekil 1.2 Serbest radikallerin olusum mekanizmasi ve antioksidan enzimler

1.3.1.4. Glutatyon peroksidaz (GPX, EC 1.11.1.9)

Glutatyon peroksidazlarin selenyuma bagimli GPX ve selenyumdan bagimsiz
GPX olmak iizere iki ¢esidi vardir. Memeli hiicreleri selenyuma bagimli GPx'lerin bes
izoformunu icerir: sitozolik GPx (GPx1), gastrointestinal GPx (GPx2), plazma GPx
(GPx3), fosfolipid hidroperoksit GPx (GPx4) ve insanlarda sadece koku sisteminde

GPx5 bulunur. Sitozolik hiicresel GPx olarak da adlandirilan GPx1, en 6nemli GPx

10



1. GIRIS Emel ALP

izoformudur ve GSH'yi bir indirgeyici madde olarak kullanarak lipid peroksidasyonu
ile olusan H>O> ve lipidi metabolize eder. GSH icin bir dizi organik peroksidi
azaltabilir. BoOylece H202’den OH’nin olusmasimi engeller. GPX diisiik
konsantrasyondaki H2O2’ye karsi aktif iken CAT daha ¢ok yiiksek konsantrasyondaki
H20>’ye kars1 aktif hale gelir. Bu antioksidan enzimin yoklugunda, ROT birikimine
bagli olarak proteinler, lipidler ve DNA zarar gorir. [20]. Asagidaki denklemlerde
GPX’ in gergeklestirdigi tepkimeler goriilmektedir.

H202 + 2GSH - GSSG + 2H20

ROOH + 2GSH - GSSG + ROH + H,O

1.3.1.5. Glutatyon Rediktaz (GR, EC 1.6.4.2)

Glutatyon Rediktaz, hiicre sitoplazmasinda ve mitokondrilerde bulunur. GR
enziminin katalizledigi reaksiyonun en 6nemli amaglarindan biri hiicre ortamindaki
indirgenmis ve yiikseltgenmis durumdaki glutatyon (GSH/ GSSG) oranini korumaktir.
Bu islevini yerine getirirken NADPH’1n bir elektronunu okside glutatyona aktararak
yeniden GSH’ye doniistiriiliir. Hidroperoksitlerin detoksifikasyonu sonucu GSSG
olustugu i¢in GR hiicre i¢i glutatyon indirgeme/yiikseltgeme olayinda ¢ok dnemli bir
goreve sahiptir. GR, glutatyon peroksidaz ile birlikte hiicre iginde hidroperoksitlerin
uzaklastirllmasinda rol alir. Asagidaki denklemde indirgenme yiikseltgenme

reaksiyonu verilmistir [20].

GSSG + 2NADPH + 2H & 2GSH +NADP?*

1.3.1.6. Fenoloksidaz (PO)

Boceklerdeki bagisiklik mekanizmalarindan biri profenoloksidaz enzimidir

[21]. Fenoloksidazin (PO) aktif olmayan haliyle bilinen profenoloksidaz (proPO)

11
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bdceklerde bulunmaktadir. Boceklerde kiitikular melanizm ve bazi dogal bagisiklik
tepkileri ortak fizyolojik yolaklari1 paylasirlar. Fenoloksidaz (PO) melanin sentezinin
kilit enzimi olup hemolimf, bagirsak ve kiitikulada bulunur. Melanin olusmasi igin
proPO’in PO’ya doniismesi gerekmektedir. ProPO inaktif formun aktif forma
dontigebilmesi i¢in proteaz kaskadlarina ve proPO aktive edici proteinazlara (PAP)
ihtiyac1 vardir. Daha sonrasinda ise tirozinden melanin pigmenti olusana kadar bir dizi
olaylar gergeklesmektedir [21]. Melanin ve énculleri bakteri, fungus ve virislere kadar
uzanan patojenlere karst genis bir yelpazede koruyuculuk saglar. Melaninin
bdceklerde patojene karst direng baglaminda iki yonli rolii vardir: ilki, patojenlere
kars1 kiitikulada fizikokimyasal bir bariyer olarak ve ikincisi, bocek viicudu igerisine
girmis patojenlerin etrafinda birikerek hareketsiz hale getirerek saglamaktadir. Bir
bocek hemolimfinde patojenle karsi karsiya geldiginde hemositler patojenlerin
etrafina birikerek etkisiz hale getirmesi enkapsllasyon tepkisidir. Hemositler
degranile olarak tirozini L-DOPA’ya ve ardindan ¢esitli difenol kinonlara doniistiiren
tirozinaz fenoloksidaz salgilarlar. Bu substratlar en sonunda melanokroma doniiserek

enzim icermeyen bir yolla melanine cevrilir [22].
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Sekil 1.3 Fenoloksidaz enzimi aktivasyon sistemi [22]

1.3.1.7. Askorbat Peroksidaz (APX; EC 1.11.1.11)

Askorbat

peroksidaz  kuguk,

suda ¢Ozinur ve H202 in enzimatik

detoksifikasyonu nda rol alan bir antioksidan molekuldir. APX, peroksidaz sinifinin

bir tyesidir. APX, ROT kaynaklari olan siiperoksit, singlet oksijen, ozon ve hidrojen

peroksit ile dogrudan reaksiyona girmektedir. Katalaz, yiksek H20:

13
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konsantrasyonlarinin giderilmesinde rol alirken diisiik konsantrasyondaki H2O>’in yok
edilmesinde APX gorev almaktadir. Peroksitleri pargalama mekanizmasinda askorbat
ve askorbat peroksidaz (APX) kullanilmaktadir. APX, hicreleri normal ve stresli
kosullarin altinda H202'nin  H2O'ya indirgenmesi saglayarak H2Oz'ye karsi
korumaktadir [23].

1.3.2. Nonenzimatik savunma sistemi

Nonenzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon, melatonin, {irik asit,
bilurubin, albumin, p-karoten, selenyum, askorbik asit ve a-Tokoferoller sayilabilir
[14].

1.3.2.1. Glutatyon

Glutatyon en 6nemli diisiik molekiil agirlikli siilthidril iceren antioksidan

molekalddr [24].

1.3.2.2. Urik asit

Urik asit, purinlerin metabolizmas1 sirasinda iiretilen diisiik molekiiler agirlikls
organik bilesiklerden biridir. Urik asit hidrofilik bir antioksidandir ve ¢esitli ROT lar,
ornegin peroksinitrit, hidroksil radikali, tekli oksijen ve lipid peroksitleri temizler.
Muhtemelen azot dioksit ve karbonat iyonlarini da temizleyebilir ve Fenton ve Haber-
Wiees reaksiyonu gibi serbest radikal reaksiyonlarin inhibisyonuna yol agan demir
iyonlar1 ve bakir iyonlar: ile stabil kompleksler olusturabilir. Hiicre i¢i siiperoksit

dismutaz gibi antioksidan enzimlerin korunmasina katkida bulunur [25].

14
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1.3.2.3. Melatonin

Melatonin indol olarak siniflandirilan bir bilesiktir. Melatoninin dnemli
islevlerinden biri, oksidatif stresi azaltmak igin serbest oksijen radikallerini temizleme
ve antioksidanlarin aktivitelerini uyarabilmesidir. MEL cok etkili bir hidroksil radikal
temizleyicidir. Baz1 ROT ve RNS, singlet oksijen, peroksi nitrit anyonu ve nitrik oksidi
detoksifiye etme yetenegine sahiptir. Ayn1 zamanda bazi antioksidan enzimlerin
uyaricisi olarak islev goriir ve mitokondriyal aktivite sirasinda artan ROT seviyelerinin

olusmasini onler [25].

1.3.2.4. Albimin

Albimin ¢ok sayida fizyolojik islevi gosteren bir proteindir. Albiiminin
antioksidan 6zellikleri baz1 bilesiklerin oksidasyonunu 6nleyen bilirubin ve doymamis

yag asitlerinin baglanmasi ile iliskili olmasindan kaynaklanmaktadir [25].

1.3.2.5. Askorbik asit (C vitamini)

Plazma ve hiicrelerde askorbik asit, gii¢lii bir antioksidandir. Askorbat
genellikle indirgenmis formda (AsA) bulunur. Temel rolii metabolik siirecleri toksik
serbest oksijen tiirevlerine karst korumaktir. ROT'u ve RNT’yi yok etmeye calisir.
AsA genel olarak indirgeyici gibi davranir ve birgok serbest radikal tiirlinii yok
etmektedir. AsA, H20. ‘yi azaltmak i¢in APX tarafindan askorbat-glutatyon
dongiisiinde kullanilir. Hucre ici askorbik asit, hiicre dlumunu 6nleyebilir ve oksidatif

stresin neden oldugu mutasyonlari inhibe edebilir [26].
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1.3.2.6. Selenyum

Selenyum, antioksidan maddeleri ve bagisiklik sistemini dlizenleyici role sahip
temel bir elementtir. Selenyum aminoasit sentezi igin kullanilir, selenosistein olarak

adlandirilir. Selenyum, GPx aktivitesini artirarak ROT olusumunu baskilar [26].

1.3.2.7. B-karoten

B-karoten, karotenoid grubunun yagda ¢oziinen bir iiyesidir. Provitamin olarak
taninirlar ¢linkii bunlar aktif A vitaminine doniisebildikleri bilinmektedir. B-karoten,

gucli bir antioksidan ve en iyi 10, temizleyicidir [25].

1.3.2.8. a-Tokoferoller

a-Tokoferol, lipidte ¢oziiniir bir antioksidandir. a-Tokoferoller ¢esitli ROT ve
lipid oksidasyon iirliinlerini temizler ve sondiiriir, membranlar: stabilize eder ve sinyal
iletimini modiile eder. a-Tokoferoller lipid oto-oksidasyon zincirin ilerlemesini

engeller ve serbest radikalleri uzaklastirir [26].

1.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikallerin fizyolojik seviyeleri hicrelerde ve biyolojik sistemlerin
tiimiinde ciddi tahribat olusturabilir. Serbest radikallerin hiicrede meydana getirdigi

hasarlar asagida sirasiyla agiklanmustir.

1.4.1. Proteinlere etkileri

Biitiin canlilarda oldugu gibi bocekler de yasamsal olaylarimi gerceklestirmek

icin protein, lipid ve karbonhidrat gibi temel organik bilesiklere ihtiyag
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duymaktadirlar. Blylme, gelisme ve neslin devami bu maddelerin beslenme ile
alinmasin1 gerektirir. Boceklerde yag doku, lipid, protein, glikojen ve serbest
karbonhidratlar gibi enerjice zengin molekdlleri sentezler ve depolarlar. Bu
maddelerden lipid ve proteinler yag dokunun en biiyiik bilesenleridir [27].

Cesitli insektisitlere maruz kalma boceklerde, serbest oksijen radikallerinin
artisina ve bu durum protein oksidasyonuna yol agmaktadir. Proteinin okside olmasi
proteinin yapisinda degisimlere yol agarak protein karbonil (PCO) iiriinlerini
olusturmaktadir. Oksitlenmis proteinlerin artis1 ise dokularda oksidatif hasara neden
olmaktadir. Serbest oksijen radikallerinin proteinlerle etkilesmesi sonucu yapisinda
bulunan aminoasit kalintilarinda modifikasyona, peptit baglarmin kirilmasina ve
dolayisiyla metabolik olaylarin bozulmasina neden olmaktadir. Serbest radikallerin
proteinler iizerine etkileri, amino asitlerin bilesimine baglidir. Yapilarinda bulunan
sistein, metiyonin, histidin, triptofan, tirozin gibi amino asitleri daha fazla bulunduran

proteinlerin radikallerin oksitleyici durumundan etkilenmeleri daha olasidir [27].

1.4.2. Karbonhidratlara etkileri

Besin unsurlari, bir organizmanin geligmesi, iliremesi ve enerji elde etmesini
saglayan kimyasallar olarak tanimlanir. Bu kimyasallarin biiyiik bir boliimii beslenme
ile alinirken digerleri ise bocekler tarafindan sentezlenir [27]. Boceklerin ¢ogu
metabolik olaylar1 gerceklestirebilmek i¢in karbonhidratlara ihtiya¢ duymaktadirlar.
Beslenme yoluyla aldiklar1 seker kaynaklari biiylime gelisme iireme gibi faaliyetlerde
kulanilabilecegi gibi fazlasi glikojen veya trehaloza cevirilerek depo edilmektedir.
Bocekler kisa yasam dongiistine sahip olduklar1 i¢in depo ettikleri karbonhidratlari
larva, pupa ya da ergin evrede kullanabilirler. Bu evrelerin herhangi birinde
insektisitlere maruz kalmalar1 sonucu olusan oksidatif stres ile serbest oksilen
radikalleri karbonhidratlarin yapisinda dejenerasyon; glikojen depolimerizasyonu gibi
olaylar gergeklestirmektedir. Ayrica monosakkaritlerin oksitlenmesi sonucu H20,
peroksitler ve okzoaldehitler olusur.[29] Okzoaldehitler ise DNA, RNA ve proteinlere

baglanabilir ve aralarinda ¢apraz baglar olusturduklarindan dolayr antimitotik etki
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gosterirler. Boylece dokularda kanserlesme ve yaslanma olaylarin1 meydana getirirler

[29].

1.4.3. Lipidlere etkileri

Boceklerde lipidler ¢oklu metabolik fonksiyonlar1 yerine getirmek, degisen
fizyolojik ihtiyaclar1 karsilamak diger organlardan gelen sinyalleri gelistirme ve
biitiinlestirebilme sirasinda gerekir. Ayn1 zamanda boceklerde metamorfoz, yumurta
gelisimi, biliylime, baskalasim, iireme veya bu olaylarin merkezindeki bilesenleri
serbest birakmak gibi ¢ok 6nemli baska gorevleri de vardir. Bu gorevlerin yerine
getirilmesi icin gerekli olan lipidler, beslenme ile alinabilecegi gibi viicutta depo
halindeki protein ve karbonhidratlardan sentezlenmektedir [28]. Oksidatif stres
sonucunda meydana gelen serbest radikaller, lipid peroksidasyonuna ve bunun da
MDA miktarinin artmasina yol agmasiyla hlcre zarinin gecirgenligini bozmaktadir.
Olusan zincirleme reaksiyonlar ile hiicredeki doymamis yag asitleri, baz1 enzimlerin
yapisinda bulunan proteinler, karbonhidratlar ve nukleik asitler de hasar
gormektedirler [30].

Lipid peroksidasyonu, ¢oklu doymamus lipidlerin oksidatif bir bozulmasina yol
acan serbest radikal aracili bir reaksiyon zinciridir. En yaygin hedefler biyolojik
zarlarin bilesenleridir. Lipid peroksidasyonu (LPO), iyi bilinen bir membran hasari
belirtecidir [15]. Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde kullanilan en basit ve en
yaygin yontem peroksitlerin pargalanmasi sonucu Olusan malondialdehid (MDA)
miktarinin belirlenmesidir. Daha ayrintili agiklamak gerekirse reaktif tiirlerin hedefi,
¢oklu doymamis yag asitlerinin karbon-karbon ¢ift bagidir. Bu ¢ift bag, karbon-
hidrojen bagin1 zayiflatir ve hidrojenin serbest bir radikal tarafindan kolayca
c¢ikarilmasini saglar. Daha sonra, bir serbest radikal hidrojen atomunu soyutlayabilir
ve bir peroksil radikali Ureten oksidasyona maruz kalan bir lipid serbest radikali olusur.
Peroksil radikali, bir coklu elektronu soyutlayarak ve bir lipid hidroperoksit ve bir
bagka lipid serbest radikali iireterek diger coklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona

girebilir. Bu islem siirekli olarak bir zincir reaksiyonunda c¢ogaltilabilir. Lipid
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hidroperoksit kararsizdir, malondialdehid ve 4-hidroksi-2-nonenal gibi Urlnler
vermektedir. [31]. Bu nedenle boceklerde lipid peroksidasyonunun seviyesi bu
bilesiklerin oksidatif hasarin boyutlariin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak
kullanilmaktadir [32].

1.4.4. Hemositlere etkileri

Diger birgok hayvan gibi boceklerin viicutlart ROT eliminasyonuna yonelik
antioksidan ve detoksifiye edici enzim komplekslerine sahiptir. Béceklerde edinilmis
bir bagisiklik sistemleri bulunmamakla birlikte dogustan gelen bir bagisiklik sistemine
sahiptirler. Boceklerin dogustan gelen bagisiklik sistemleri hemositlerin aracilik ettigi
fagositoz ve kapsulleme olusumu gibi hiicresel savunmalarin tiretimini iceren humoral
ve hicresel savunma tepkileri olmak ftizere iki alt boliime ayrilmaktadir. Humoral
savunma sirecinde {i¢ tip reaksiyon ger¢eklesmektedir. Bunlar melanizasyon,
hemolenfin pihtilagsmasi, reaktif oksijen ve nitrojen ara Grtnlerinin Gretimini ve
antimikrobiyal peptidlerin sentezidir. Hiicresel savunma yaniti ¢esitli hemosit tiirleri
ile aracilik ettigi antimikrobiyal peptidler, tamamlayic1 benzeri proteinler, fagositoz,
nodulasyon ve enkapsulasyonlailgilidir. Bocekler farkli tiplerde ve sayida hemositlere
sahiptirler [33]. Boceklerde immiin sistem diger bir¢ok sistemle iligkili olmakla
birlikte dis ortamdan uygulanan sicaklik degisimleri, insektisit veya bitkisel kaynakli
uygulamalar gibi gevresel faktorlere karst oldukga duyarhidir [34]. Kullanilan
kimyasallar hiicre hacminde ve sayisinda artiglar, hiicre boyutunda azalma, hiicre
sayisinin azalmasi gibi durumlara sebep olmaktadir. Bu nedenlerden dolay,
hemositler, toksik kimyasallarin neden oldugu sitogenetik hasari (hiicre sayisindaki ve

yapisindaki) 6l¢gmekte kullanilmaktadir [34].

1.4.5. Mikronukleus olusumuna etKisi

Mikronikleuslar (MN), ilk olarak eritrositlerde belirlenmis ve kromozom

hasarin1 degerlendirmek i¢in kullanilmistir. MN, mitoz hiicre bdliinmesi sirasinda
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sentromer icermeyen asentrik kromozom pargalari veya ig kutuplarina gidemeyen tam
kromozomlar igerir. Ana g¢ekirdeklerden daha kiiglik olduklarindan "mikroniikleus"
terimi kullanilmaktadir. Kromozom hasarinin sebebi iyonlastirici radyasyona veya
kanserojen kimyasallara maruz kalinmasi dolayisiyla fiziksel ve kimyasal ajanlarin
Okaryotik hiicrelerin genetik materyallerinde biiyiik degisikliklere neden olabilecegini
ortaya koymaktadir [35]. MN sayisindaki artig, gesitli kimyasallarin hiicrelerde
olusturdugu kromozomlarda kirilma sonucunda meydana gelen anormalliklerin bir
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Hiicre iginde olusan bir yapinin MN olarak
degerlendirilebilmesi i¢in bu yapimin ana nukleusdan ayri1 durmasi, ana nukleusdan
klicik yapida olmasi ve ana niikleusla ayn1 oranda boyanmasi gereklidir. [36]. Pestisit
etkilerini degerlendirmek i¢in yapilan ¢alismalarda mikronukleus testi pratik ve ucuz
olmasindan dolay1 diger yontemlere gore genotoksisite arastirmalarinda tercih edilen

biyolojik izleme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan bir biyobelirtectir [37].

1.4.6. DNA Uzerine etkileri: Comet Analizi (Tek Hucre Jel Elektroforezi)

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA kolay
zarar gorebilen bir molekiildiir ve tizerinde siirekli olarak hasar olusmaktadir. Hasar,
normal DNA'min kimyasal ve fiziksel yapisindaki bir degisimdir. Lipidler,
karbohidratlar ve proteinler gibi DNA da ROT’un saldirisina maruz kalir. insan
bedeninin her hiicresindeki DNA, giinde yaklasik 10.000 kez serbest radikal saldirisina
maruz kalmaktadir. Serbest radikale enerji saglayan siireglere miidahale ederek
detoksifikasyon ve metabolizma igin gerekli kaynaklari azaltabilir [30].

Son yillarda DNA hasar1 ve onariminda bazi genotoksisite uygulamalari
yapilmaktadir. Comet analiz yontemi ilk kez Ostling ve Johansson (1984) tarafindan
temelleri olusturulmus daha sonra gesitli arastiricilar tarafindan ginimize kadar
modifiye edilmis ve yeni teknikler ile birlikte sunulmustur [38]. Comet analizi en
yaygin olarak izole edilmis hayvan hiicreleri (6rnegin ayrilan lenfositler kan veya
ayristirllmis dokulardaki hiicreler) veya kiiltiirde ¢alisilmaktadir. Bununla birlikte,

hiicrelerin DNA'sindaki hasar1 incelemek icin yontemler de gelistirilmistir. Comet
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analizi en yaygin sekilde kullanilan yontemdir. Arastirmacilarin bas ve kuyruktan
olusan DNA yapisina “COMET’’ demesinin sebebi ise mikroskopta kuyruklu yildiz
goriiniimiine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir [40].

Comet analizi yontemiyle diisiik seviyedeki DNA hasarlarin1 gosterebilmesi,
hiicre sayisinin az olmasi durumunda bile analizin gerceklestirilebilmesi, kolaylikla
uygulanabilmesi, farkli hiicre gruplari ile DNA hasar analizi ¢aligilabilmesi, sonuglarin
kisa siirede elde edilmesi, sonuglarin giivenli ve ekonomik olmasi sebebiyle
kulanilmaktadir [41].

Tek hucre jel elektroforezi kirleticilerin genetik tizerindeki dogrudan veya
dolayl etkilerini degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir ve degerlendirme igin

standart yontemlerden biri haline gelmistir [39].

1.4.7. G.mellonella’ nin genel ozellikleri ve yasam dongiisii Uzerine serbest

radikallerin etkisi

Calismada kullanilan G. mellonella L. Pyralidae familyasi, Lepidoptera
takimina ait bir bocektir [42]. Ar kovanlarina yerleserek bal ve petek beslenerek
onlara zarar veren G. mellonella larvalari, laboratuvar sartlarinda maliyetinin az olmasi
ve yapay besinler ile fazla miktarlarda iretilmesinden dolay1 biyolojik ¢aligmalarda
model organizma olarak kullanilmaktadir. G. mellonella'nin gelisim dongiisii ortam
sicakligr ile yakindan ilgilidir ve en uygun kosullarda 4-5 haftadan 6 aya kadar
ortalama 6 hafta yasamaktadirlar. Bu modelin bir avantaji1 larvalarinin biiyiik boyutlu
olmasidir. Patojen veya test edilen aktif maddenin kolay uygulanmasini saglamaktadir.
Ayrica boyutlar1 daha fazla hemolenf, bocek yag govdesi ve diger dokular i¢in 6rnek
almay1 kolaylastirmaktadir. Deneylerin sonucunda 0zellikle fiziksel degisiklikler
kolaylikla gozlemlenebilir (renk degisimi- melanizasyon, larva sekli, daha yavas
hareket). G. mellonella son donem larvalar1 arastirmlara igin olduk¢a kullanislidir.
Burada agiklanan G. mellonella'nin sahip oldugu model organizma &zellikleri; hizli

biiyiime, yliksek dogurganlik, biiylikliik ve nispeten kisa omiire denk gelmektedir.

21



1. GIRIS Emel ALP

Ayrica bu bocegin dahil oldugu ailenin i¢indeki birgok tiiriin depolanmus iiriin zararlisi

olmalari agisindan tarimsal olarak da 6nemlidirler [43].

1.5. Yasam dongiisii

Biiyiik balmumu giivesi tipik bir bocektir ve yasam evreleri yumurta, larva,
pupa ve ergin olmak tzere dort farkli sekilde gelisir. Yasam dongiisii haftalar ya da
aylar arasinda degisir. Gelisim siiresini etkileyen spesifik faktorler hem biyotik hem
de abiyotik faktorlerdir. Sicakligin 30£2 °C nemin ise %65+5 olmasi gelisim igin
optimumdur. Yumurtlama, disilerin ortaya ¢ikmasindan ve ¢iftlesmesinden olduk¢a
kisa bir siire sonra baglar. Yumurtlama sirasinda disi bireyler 50-150 kiimeler halinde
yumurta birakirlar [44]. Bu yumurtalar dogal ortamlarda kovan kisimlari arasindaki
catlaklara, karanlik ve gizli yerlere yerlestirilir. Larvalar genellikle 5 ila 8 gun sonra
yumurtalarin agilmasiyla ¢ikmaktadirlar, ancak diislik sicakliklarda bu siire 30 giine
kadar olabilir. Larva donemi 22 ila 60 giin arasinda bazen abiyotik faktorlere bagli
olarak 100 giine kadar uzanir [44] Yumurtadan g¢ikan larvalar bal ve petek ile
beslenirler. Sadece son evreye gelen larvalar koza 6rer. Pupa devresi 28 giin ile 6 ay
arasinda siirer [42]. Dogada kullanilan insektisitlerin organizmada radikal olusumuna
sebep oldugu ve bunun sonucunda canlinin gelisimi {lizerinde de etkileri oldugu
goriilmiistiir. Galvan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, spinosad ve indoxacarb'in
Harmonia axyridis (Pallas)'in blylme gelisme ve tiremesine etkisini larva dénemi ve
ergin disilerde arastirmis ve indoxacarb'in larvalarin ve erginlerin hayatta kalma
stiresini  diigiirdiiglinli, larvalarin yasam siiresini uzatip ergin evreye geg¢mesini
engellemistir [42]. Insanlar {izerinde yapilan bir ¢alismada ROT Uretimi, tGremeyi
olumsuz yonde etkileyen oksidatif strese neden oldugu belirtilmistir [13].
Insektisitlerin neden oldugu oksidatif stres sonucu viicutta artan serbest oksijen
radikalleri zararli bocekler gibi hedef olmayan canlilarinda hiicre ve dokularinda
tahribata neden olurken ayni1 zamanda biiyiime, gelisme, yumurta sayisi, dogurganlik

ve de yasam siresini de etkilemektedir [48].
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1.5.1. Yumurta

Disi G. mellonella, yumurtalarini, kovan igerisinde bal arilarinin
ulasamayacagi yariklarin iglerine birakirlar. Balmumu giivesi yumurtalari, sirasiyla
0.478 mm ve 0.394 mm'lik ortalama uzunluk ve genislige sahip olarak degisir.
Yumurta, kiiresel sekle sahiptir. Yumurtanin rengi pembe, krem ve beyaz arasinda
degisir. 24-26 °C sicakliga sahip ortamlarda, yumurtalar 5-8 giin icerisinde acilirlar ve

iclerinden larvalar ¢ikar [42]

1.5.2. Larva

Yumurtadan ¢ikan larvalar yaklagik 1-3 mm uzunlugunda ve 0.12-0.15 mm
capindadir. Sicaklik ve besin varligina bagl olarak, larvalarin biiyiimesi 1-5 ay1 bulur.
Larva, krem beyaz renktedir, ancak biiyiidiik¢e kararir [42]. Yedi evreden olusan larval

donem son evrede 6rdiigii saglam yapiyla pupa donemine girmis olur [43].

1.5.3. Pupa

Biiyiik balmumu giivesi pupalar1 ortalama 12-20 mm uzunlugunda ve 5-7 mm
capindadir. Pupa baglangiGta, pupa beyazdan saritya renklidir, ancak yavas yavas
kahverengiye ve daha sonra yas ve gelisme ile koyu kahverengiye doniisiir. Pupa siire
7 ila 60 gUndar. [44].

1.5.4. Ergin

Ergin blyidk balmumu glvesi belirgin eseysel dimorfizm gosterir. Disi
balmumu glivesi ortalama 15-20 mm viicut uzunlugunda, 31 mm kanat agikliginda ve
169 mg agirhigindadir. Erkek, disilere gore oldukca kiiglik ve daha az koyu renklidir
[42]. Vicut rengi, yasam siiresi iginde hafif pembe renkten acgik griye doniistir [43].
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Yumurta

Resim 1.1 G.mellonella'nin yumurta, larva, pupa ve ergin hali

G.mellonella'nin  model bir organizma olmasi, bircok kullanim alani
olmasindan dolay1r 6nemi gittikge artmaktadir. G. mellonella’nin ve memeli bir
canlinin immiin sisteminin verdigi yanit ve mekanizmasi birbirine oldukca benzerdir.
Ayrica, bir materyalin toksik etkisi hakkinda, memeli canli gruplar ile yapilan
calismalardan daha kisa siirede veri almamiza olanak saglar.

Ayni zamanda Sulfoxaflor’un yeni nesil bir insektisit olmasi ve heniiz bazi
canlilar {izerindeki toksik etkilerinin bilinmemesinden dolay1 ¢aligmamiz sonraki
calismalara 1s1k tutacaktir. Bu amagla ¢alismamizda siilfoxoflor insektisitinin farkli
konsantrasyonlarina maruz birakilan model organizma G. mellonella’nin; bazi
antioksidan enzimlerin aktiviteleri, malondialdehid (MDA) protein, lipid ve
karbonhidrat miktarlariin degisimi, hemosit sayisi, mikroniikleus olusumu ve DNA
hasarmin tespit edilmesi, larval gelisim siiresinin, esey ve puplasma oraninin, disi ve
erkek oOmiir uzunlugunun, yumurta verimi Uzerindeki etkilerini belirlemek
amaglanmistir. Birgok parametrenin arastirildigi bu ¢alismadan elde edilen bulgular
Sulfoxaflor’un hedef olan ve olmayan canlilart ne sekilde etkiledigini ortaya

cikartmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Onen ve Kiligle; /n vivo sartlarda meydana gelen serbest radikaller, lipidler gibi
biyomolekiilleri etkileyerek yeni serbest radikaller olusturur. Bu ayni zamanda hiicre
ve dokularda hasara neden olarak metabolik degisikliklere yol agar.
Neonikotinoidlerin canlilar i¢in son derece toksik olmasi ve neonikotinoidlerin akut
toksisitesinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Clnki bu histopatolojik ve genotoksik
derlemede aciklanan galigmalar kapsaminda omurgalilarda hizli metabolize edilemez.
Gelismis tekniklerin kullanildig1 biyogesitliligi korumak icin yapilan tim diger
arastirmalar siirekli artan pestisit kullanimin1 ve i¢indeki organizmalarda meydana
gelen degisiklikleri histolojik ve genotoksik seviyelerle ortaya konulabilecegini
belirtmislerdir [45].

Sparks ve Watson; sulfoxaflor ([N- [metiloksido [1- [6- (triflorometil) -3-
piridinil] etil] -A4-sulfaniliden] siyanamid] stllfoksiminler grubunda yeni bir insektisit
smifin1  temsil eder. Sulfoxaflor, bdcek nikotinik asetilkolin reseptorlerinde
(nAChR'ler) bir agonisttir ve nAChR'lerde etkili olan diger insektisitlerden farkli bir
sekilde islev goriir. Neonikotinoidler gibi diger nAChR agonistlerinden farkli
iliskilerini gostermislerdir [46].

Johnson ve Ellis; bal arilarinin pestisitlere kasitsiz ve kasitli olarak maruz
kalmast kovan triinlerindeki kalintilar1 incelemislerdir. Pestisitlerin kovan
tiriinlerindeki kalintilarinin koloni ¢okiis bozukluguna ve diger koloni problemlerine
neden oldugunu ve tek bir pestisitin koloni ¢okiis bozukluguna, c¢oklu pestisit
maruziyetinin bal aris1 sagliginin diismesine neden oldugunu bildirmislerdir [47].

Oztiirk ve Akdogan; vinclozolin'in G. mellonella'nin (Lepidoptera: Pyralidae)
baz1 fizyolojik Ozellikleri tizerine etkisinin belirlenmesi amaglamiglardir. G.
mellonella ariciliga zarar veren ekonomik olarak zararli bir tiirdiir. Deney gruplari i¢in
stoktan elde edilen yumurtalar karigitk yemlere birakilmistir. Farkli dozlarda
vinclozolin ve larvalari bu yemle beslemistir. Daha sonra, ¢iftlesen bireylerin cinsiyet
orani ve bu larvalarin olgunlasma siireleri belirlenmistir. Verilere gore uygulanan
vinclozolin miktarindaki artis kontrol grubuyla karsilastirildiginda erginlesme ve

geligsme siiresini uzattigini ortaya ¢ikarmiglardir [48].
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Rahman ve Mahboob; ¢alismada iki organofosfor (OP) pestisit (kloropirifos ve
asefat) ve siklofosfamid (CP) tek hiicreli jel kullamlarak Isvigre albino farelerinin
I6kositlerinde in vivo genotoksik etki indiikleme yetenekleri agisindan test edilmistir.
Ortalama kuyruklu yildiz kuyrugu uzunlugunda, DNA hasarini gosteren énemli bir
artis meydana gelmistir. Calismada comet analizinin pestisitlerin neden oldugu
genotoksisitenin saptanmasi i¢in hassas bir tahlil oldugu sonucuna varilmistir [49].

Dikilitas ve Kogyigit, fiziksel ve kimyasal ajanlarin organizmalar tizerindeki
etkileri kuyruklu yildiz analizi olarak da bilinen 6nemli bir yontem ile DNA hasarini
Olgmeyi ve genotoksik ve sitotoksik mekanizmalarin degerlendirilmesini saglar.
Yontem giivenilirdir, kolayca uygulanabilir ve son yillarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontem, tekli izole edilmis DNA'ya baglidir. Bu yontem, serbest
oksijen radikallerinin neden oldugu tek veya ¢ift sarmalli kirilmalar1 belirler. Comet
analizi yontemi yaygin olarak tiim canli hiicrelerde uygulanmaktadir [38].

Altuntas ve Duman; saf azadirachtinin (AZA) model bocek ve depolama
zararlis1 olan G. mellonella.'nin larva hemositleri tzerindeki genotoksik etkilerini
arastirmuglardir. Oliimciil AZA dozu uygulandiktan sonraki 72. saatte, AZA
uygulanmayan gruplara kiyasla larva hemositlerinde DNA hasar gostergelerinde
onemli bir artis gézlenmistir. Sonug olarak, bu ¢alisma AZA'nin sublethal dozlarda
bile G. mellonella larvalarinin genomunda 6nemli hasara neden oldugunu ve kuyruklu
yildiz analizinin larva hemositlerinde AZA'nin in vivo genotoksisitesinin izlenmesinde
yararli oldugunu gostermistir [50].

Altuntas ve Duman; Juglonun model bdocek G. mellonella Gzerinde insektisit
potansiyeline sahip Onemli bir fitokimyasal bilesiktir. Burada, G. mellonella
larvalarinda juglonun neden oldugu oksidatif ve genotoksik stres degisikliklerini
arastirilmistir. Tiim deneylerde 6liimciil konsantrasyonlar (LC10: 0.50 mg; LC30: 1.5
mg; LC50: 2.3 mg) juglon dogrudan G. mellonella'nin ilk instar larvalarinin diyetine
dahil edilmistir. Juglona maruz kalan son instarlarin doku homojenatlari, antioksidan
enzim aktivitelerini (glutatyon-S transferaz, glutatyon peroksidazlar, katalaz ve
siiperoksit dismutaz) ve malondialdehit (MDA) miktarini test etmek i¢in kullanilmistir
Juglonun larvalar (Gzerindeki genotoksik etkilerini belirlemek igin Comet ve

Mikronukleus ana olanlizleri  kullanilmistir.  Juglon, antioksidan enzim
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aktivitelerindeki degisiklikleri ifade etmistir ve konsantrasyona bagli bir sekilde lipid
peroksidasyonunu induklemistir. Bocek hemositlerinin genomunda 6nemli DNA ve
kromozom hasar1 meydana gelmistir. MDA seviyelerindeki artis ve DNA hasari,
juglon bagimli oksidatif stresin meydana geldigini gostermistir [51].

Emre, Kayis ve Coskun; ¢alismalarinda kadmiyumun (1.25, 2.5, 5, 10, 20 ve
40 mg basia G. mellonella larvalarina etkileri analiz edilmistir. Toplam protein, lipid
ve glikojen seviyeleri, MDA, SOD ve CAT aktiviteleri ve metal birikimi l¢ilmiistiir.
Cd (20 ve 40 mg) konsantrasyonlar1 toplam protein, lipid ve glikojen seviyelerini
onemli dlgiide distirmiistiir. MDA seviyesi, SOD aktivitesi 6nemli 6l¢iide artmistir.
CAT etkinligi 6nemli 6lgiide tiim konsantrasyonlarda azalmigtir. Metal birikimi de
doza bagli olarak 6nemli dlglide artmistir Antioksidan enzimlerin aktivitesi, enefrji
rezervleri, MDA igerigi ve Cd birikme seviyeleri ¢evresel agir metallerin giivenilir bir
biyobelirteg olarak kullanilabilecegini ortaya ¢ikarmislardir [52].

Kayis ve Coskun; DDVP’ye maruz birakilan G. mellonella larvalari {izerinde
yapilan calismada DDVP'nin oksidatif strese ve lipid peroksidasyonuna neden
oldugunu, bu durumun.G. mellonella larvalarinda antioksidan enzim aktivitelerini ve
iyon dengesini degistirdigi buna ek olarak, bu sonuglar G. mellonella'nin insektisitlerin
etkilerini test etmek igin yararli bir model oldugunu gostermistir [53].

Biiyiikgiizel ve Kayaoglu; gucli antihelmintik aktivite gosteren Niklozamidin
memelilerde iyi karakterize edilmistir. Calismada G. mellonella larvalarinin in vivo
insektisit etkisi arastirilmistir. Niklozamidin, G. mellonella larvalarinin hayatta kalma
stiresini azaltmistir. Bu antihelmintik antibiyotigin sadece en yliksek konsantrasyonu
pupa ve yetiskin déonemlerinde gelisim siiresini ciddi oranda uzatmustir. Niklozamidin
en yliksek konsantrasyonunda yumurta elde edilmedigi ve erkek yetiskinlerin uzun
omirliliginde bir artis elde edilmistir. Diisiik konsantrasyondaki niklozamidin,
(MDA igerigini (4 kat), GST etkinligi (2 kat) arttirmistir. Kontrole gore test edilen
konsantrasyonlarda niklozamidin protein karbonil (PCO) igerigini en az 5 kat dnemli
Olgiide artirmistir. Bu ¢alisma G. mellonella larvalarinin klinik agidan énemli olup
olmadigini belirlemek i¢in iyi bir model olarak kullanilabilecegini belirtmistir [32].

Grizanova ve Semenova; hemositlerde lipid peroksidasyon sireci,

fenoloksidaz ve anahtar enzimatik antioksidanlarin aktiviteleri (siiperoksit dismutaz,
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glutatyon-S-transferaz, katalaz) ve enzimatik olmayan antioksidanlar (tiyoller,
askorbat) buytk balmumu glvesi G. mellonella hemolenfinde naylon implantlarin
kapstilleme islemi sirasinda incelenmistir. Sonuglar, tiyollerin ve askorbat
molekiillerinin antioksidan yanitta yer aldigini, kapsiilleme siirecinin sonraki
asamalarinda hemolenf glutatyon-S-transferazin bdcek organizmasini detoksifiye
ettigini ve korudugunu ve bdylece i¢ redoks dengesini geri kazandigini gostermislerdir
[54].

Gwokyalya ve Altuntas; alismalarinda borik asitin (78.125-10.000 ppm)
bocek oldiiriicii etkilerini arastirmay1 ve immiinolojik ve genotoksik ile ilgili toksik
aktiviteler model organizma olarak kullanilan G. mellonella larvalarina besleme
yontemi ile etkileri arastirllmistir. Hemosit sayilarinda azalmalar BA en yliksek
konsantrasyonda mikroniikleus oranlar1 artmis, DNA hasarini gosteren kuyruklu yildiz
parametreleri artmistir [55].

Sezer ve Ozalp; Juvenil hormon analogu olan piriproksifeninin G.
mellonella’nin toplam hemosit sayisi ve hemositlerin morfolojisine etkilerini
incelenmistir. Piriproksifen G. mellonella'nin son dénem larvalarina sirt toraksinda,
topikal olarak uygulanmistir. 1, 5 ve 10 ug / ml piriproksifene maruz kalan larvalarda
hemosit sayisinda toplamda 6nemli bir diisiis gézlenmistir. Piriproksifen muamelesi
hemen hemen tiim hemosit tiplerinde farkli diizeylerde deformasyonlara neden
olmustur [56].

Shin; G. mellonella larvalari farkli konsantrasyonlarda CdCl (1.25, 2.50, 5.00)
ile tamamen kontamine olmus yapay bir diyete tabi tutmustur. Bu c¢alismalarin
sonuglarinda, G. mellonella larvalarmnin tim vicut lipid igerigini etkiledigi
bulunmustur. Lipid konsantrasyonlari, fosfovanilin yontemi ile fotometrik olarak
olgiiliip Cd ile kontamine olmus larva ve pupalarda toplam lipid igeriginde 6nemli bir
azalma oldugu bildirilmistir [57].

Aslantirk ve Kalander; Calismalarinda Lymantria dispar larvalarina, daldirma
yontemi ile hazirlanan mese yapraklart farkli methidathion konsantrasyonlarini
uygulamislardir. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
Antioksidan savunma bilesenleri ROT’ni etkisiz hale getirerek bocekleri oksidatif

strese kars1 korumaktadir. Bu ¢alismada LCsp / 48h methidathion degerinin oksidatif
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stres gostergesi lizerindeki etkileri arastirilmisti, MDA miktari, antioksidan
enzimlerden SOD, CAT ve GPx aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar
gbzlenmistir [58].

Sevgili; Omurgasizlarda patojenlere yanit olarak aktive olan dogustan gelen
bagisiklik sistemi ¢ok ¢esitli 6zel yanitlardan olustugunu belirtmistir. Boceklerde litik
aktivite ve fenoloksidaz kaskad1 olmak Uzere iki 6nemli 6nemli bagisiklik parametresi
bulunmaktadir. Barbitistin etkisinin arastirildigi ¢alismada barbitistin verildigi ¢ali
cekirgelerinden (Isophya speciosa, Poecilimon similis) bir mikro siringayla ayni yasta
bulunan her iki tur igin 10 gunlik 10 erkek 10 disi, farkli oranlarda hemolenf (3, 6, 8,
10 ul) 6rnekleri alinip hem PO hem de litik aktivite ile optik yogunluktaki toplam
degisim bir mikroplaka okuyucu kullanarak tahmin edilmistir. Ancak toplam PO
aktivitesi ve litik faaliyet tahmini icin daha fazla hemolenf olmas1 gerketigi sonucuna
vartlmustir [59].

Kurt ve Kayis; Calismada deltametrinin G. mellonella'da hiicre aracili immiin
yaniti ve genotoksik hasar1 iizerine etkilerini incelemislerdir.  Farkli
konsantrasyonlarda deltametrin (5, 20, 50, 100 ve 150 ug) uygulanmis ve 24. 48. 72.
ve 96. saatte G. mellonella'da bes tip hemosit tanimlanmistir: prohemositler,
plazmatozitler, grantlositler, kiresitler ve oenositlerdir. Toplam hemosit sayilar
(THS) deltametrinden 6nemli olglide etkilenmistir. 72. saatte, tedavi edilen THS'ler
yiiksek deltametrin konsantrasyonlarinda (50, 100 ve 150 ug) kontrol grubuna kiyasla
anlamli Ol¢iide azalmis; ancak, 96 saatte, THS'ler 100 ve 150 ug deltametrin
konsantrasyonlarinda 6nemli Ol¢iide artmistir. Mikroniikleus olusumu anlaml
derecede deltametrin'den etkilenmis; 6zellikle, yiksek konsantrasyonlarda deltametrin
(100 ve 150 ug) mikroniikleusta bir artisa neden olmustur. Deltametrinin THS'leri

etkiledigi ve mikroniikleus olusumuna neden oldugu sonucuna varilmistir. [60].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. G.mellonella ‘nin elde edilmesi

Sulfoxaflor’un degisik konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin  bazi
biyoparametrelerine etkileri arastirildi. Calismada kullanilan G. mellonella bireyleri,
30+2 °C ve %65+5 neme sahip laboratuvar kosullarinda yetistirilen G. mellonella
larvalarindan elde edildi. Pestisit olarak %50 w/w Sulfoxaflor (Ci0H10F3N3OS)
uygulandi. Deneylere baglanmadan once Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalari igin
LDso degerleri besinde ¢alisildiginda 1.8 gr iken mikroenjeksiyon ile ¢alisma sonucu
34 ug olarak belirlendi. Deney boceklerinin beslenmesinde kullanilacak Sulfoxaflor

oranlar1 LDsp degerinin hesaplanmasindan sonra saptandi.

3.1.2. Kontrol besinin hazirlanmasi

G. mellonella L. stok kiiltiiriiniin devaminin saglanmas1 amaciyla yumurtadan
yeni ¢ikmig larvalar belirli oranlarda yapay besinde beslendi. G. mellonella
larvalarinin beslenmesi i¢in kepek, gliserin, bal, saf su ve petekten olusan yapay besin
bilesenleri genis bir kabin igerisinde el yardimiyla yogurularak homojenize bir ortam
saglandi. Kiiltiir 30+£2°C ve %65+5 oranda nemde ve gun boyunca sirekli olarak
karanlikta uygulandi. 100 gr besinin olusumu i¢in her kavanoza 58 gr kepek, 3.5 gr
ogitilmiis petek, 22 gr gliserin, 9.7 gr suizme bal, 6.8 gr saf su katilarak karigtirildi.
Hazirlanmis besin bir litrelik plastik kavanozlarin yaklasik 2/3 ne kadar eklendi. Hava
aligverisinin saglanmasi i¢in kavanozlarin agizlar tel kafes iceren kapak ile kapatildi.
Stok kiiltiirtin devamliligi, disilerin biraktig1 yumurtalarin acilmasiyla saglandi. Bu

yumurtalardan gelisen larvalar 6nce pupa sonra ergin hale gegerek aymi dongii

30



3. MATERYAL ve YONTEM Emel ALP

saglanmis oldu. Bu sekilde stok kiiltiiriin devamilig1 saglanirken ayni zamanda deney

icin de istenen her evre larvanin mevcudu saglandi.
3.1.3. Deney besinlerinin hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan besin 100 gr olacak sekilde ayarlandi. Besin
bilesimine 0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1 ug konsantrasyonlarinda Sulfoxaflor eklenerek

G.mellonella larvalan beslendi.

3.1.3.1. Deney gruplaririnin hazirlanmasi

Cizelge 3.1 Sulfoxaflor igerikli besin ve miktarlari

Besin bileseni Bal Petek Gliserin Kepek Safsu Sulfoxaflor
Kontrol 9,79 35g 22g¢ 58 ¢ 6,89 -
0.01pg Sulfoxaflor 9,79 35g 22g¢ 58 ¢ 68g +
0.10ug Sulfoxaflor 9,79 35g 22¢ 58 ¢ 68g +
0.25ug Sulfoxaflor 9,79 35g 22¢ 58 ¢ 68g +
0.50ug Sulfoxaflor 9,79 35g 22g¢ 58 ¢ 68g +
1.00ug Sulfoxaflor 9,79 35g 22g¢ 58 ¢ 68g +

Deneyde kullanilmak (zere G. mellonella larvalarimin beslenmesi igin
laboratuvar ortaminda sulfaxoflor iceren besin hazirlandi. Sulfoxaflor’un besindeki
oran1 g /100 g besin olarak belirlendi. Sulfoxaflor suda 6nemli miktarda ¢oziindiigii
icin bu miktarlar besine direkt ilave edildi. Kontrol besini hari¢ Sulfoxaflor 0.01, 0.10,
0.25, 0.50, 1.00 pg/100 g olmak tizere 5 farkli konsantrasyonda hazirlandi. SOD, CAT,
APX, GST tayinini, MDA ve protein miktarin1 belirlemek amaciyla her
konsantrasyonun her tekrari i¢in kavanozlara larvalar konuldu. Karbonhidrat, lipid
miktari tayini i¢in her konsantrasyonun her tekrari igin 1 larva olmak lizere toplam her

konsantrasyonun her tekrari i¢in toplam 5 larva kullanildi. PO enzimi aktivasyonunu
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belirlemek igin her konsantrasyonun her tekrari i¢in 2 larva olmak tizere toplam her
konsantrasyonun her tekrari i¢in toplam 10 larva kullanildi. G. mellonella larvalar
Sulfoxaflor’un farkli konsantrasyonlarimi bulunduran besin ile beslendi. Bocekler kisa
stireli kontrol zaman1 hari¢ devamli olarak karanlikta tutuldu. Deney sonunda SOD,
CAT, APX, GST enzimlerinin aktivasyonu tayini, protein miktart ve MDA tayini
yapmak amaciyla her tekrar igin son larva evresindeki 4 adet birey, lipid ve
karbonhidrat tayini icin 1 adet birey ependorf tiiplere konuldu ve -80 °C de saklandi.
PO enzimi aktivite tayini icin her konsantrasyonun her tekrari i¢in son larva
evresindeki 2 ser larvadan hemolenf alinarak analiz yapildi. Ayni1 deney diizenegi
hemosit sayimi, mikroniikleus olusumu ve comet analizi i¢in tekrar kuruldu. Son
evreye gelen deney ve kontrol gruplarindan her konsantrasyon icin her bireyden 5 pl
hemolenf alindi. Larval hemolenfin alinmasi i¢in; 7. donem larvalar, 10 dakika
boyunca buz Uzerinde bekletildi. Bu sayede hareket yetenekleri zayiflayan larvalar
etanol iceren pamuk ile silindi ve sterilize edildi. Diseksiyon ignesi ile hemolenf
ornekleri alindi. Her bireyden alinan 5 pl hemolenf 6rnegi, buz igerisinde bulunan 1,5

mL’lik santrifijj tiipleri igerisine transfer edilerek analizler gergeklestirildi.

3.2. Yontem

Deney bdceklerinin protein, karbonhidrat, lipid miktarlari, enzim aktiviteleri

ve MDA miktarin1 6l¢mek ic¢in -80 °C de muhafaza edilen larvalar kullanildu.

3.2.1. Boceklerin Homojenizasyonu

Analizleri gergeklestirmek i¢in yas agirliklari belirlendikten sonra -80 °C de
saklanan G. mellonella larvalari, deney tiiplerine alinarak bir siire oda sicakliginda
buzunun ¢6zunmesi icin beklendi ve bu esnada Ustlerine melaninlesmeyi engelemek
amaciyla birkag fenilthioure kristali eklendi. 1/5 oraninda fosfat tamponu (pH 7.4)

eklenerek 24000 devir/10dk da homojenize edildi. Homojenizasyon isleminden sonra
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tlpler 10000 devir/dk da 30 dk santrifiij edildi. Sonucta elde edilen slpernatant
deneylerde kullanild:.

3.2.2. Superoksit Dismutaz (SOD) aktivitesinin tayini

Bu yontem SOD enzim aktivitesi tayini icin 6rnek de bulunan siperoksit
radikallerinin NBT ile etkilesime girerek mavi renk olusturmast ve SOD’nin
radikalleri inhibe edebilme yeteneginin 6lcllebilmesi, 560 nm de dalga boyunda

okunmasi esasina dayanmaktadir.

Kullanilan cozeltiler

Ksantin ¢ozeltisi (0.3 mM): 9.13 mg ksantin tartild1 (Sigma; X7375) Once birkag
damla 1N NaOH iginde ¢6zlldu ardindan saf su ile 200 ml ye tamamlandi.

EDTA (0.6 mM): 22.3 mg EDTA (C10H14N202NaH20) (Sigma: E-1644) toplam
hacim 100 ml olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

NBT (150 pg/l): 12.3 mg NBT (Sigma; N6876) toplam hacim 100 ml olacak sekilde
bidistile saf suda ¢6zuldu.

Na2COs (400 mM): 4.24 g Na2COs toplam hacim 100 ml olacak sekilde bidistile saf
suda ¢ozuldu.

BSA (1 g/l): 25 mg BSA toplam hacim 25 ml olacak sekilde bidistile saf suda ¢6ziildii.
Reaktif ¢ozeltisi (20 testlik): 20 ml ksantin ¢ozeltisi, 10 ml EDTA c¢ozeltisi, 10 ml
NBT cozeltisi, 6 ml NaCO3z ¢Ozeltisi ve 3 ml BSA ¢ozeltisi karistirilarak stok reaktif
olusturuldu.

Ksantin oksidaz [(EC:1.17.3.2) (Sigma; X1875) (50 U/1)] enziminden 48 pl alind1, 3
ml 2M buz igerisinde bekletilerek (NH4)2SO4 de ¢ozildi.

2M (NHa4)2SO4: 2.643 g (NH4)2SOs toplam hacim 10 ml olacak sekilde saf su
icerisinde ¢6zuldu.

CuCl2.2H20 (0.8 mM): 13,6 mg CuCl2.2H,0 tartild1 toplam hacimin 100 ml olacak
sekilde saf suda ¢oziildii.
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Cizelge 3.2 SOD aktivitesi 6lcim prosediirti [61]

Kor Numune
Reaktif(ml) 1.425 1.425
Ornek(ml) - 0.05
Ksantin oksidaz(ml) 0.025 0.025

Karigtirilir ve oda sicakliginda 20 dakika bekletilir.

CuCly(ml) 0.05 0.05
Ornek(ml) 0.05 -

SOD enzimi aktivitesinin tayini igin gerekli ¢cozeltiler hazirlandiktan sonra iki
tiip alindi her bir 6rnek igin iki tiip alindi birincisi kor ikincisi numune tupt olarak
belirlendi. Bunlara ayri ayr1 1.425 ml reaktif karigimi konuldu ardindan sadece ikinci
tlpe tayin edilecek numune ¢ozeltisinden 0.05 ml eklendi. Siire not alinarak, ayri ayri
her iki tlpede hazirlamis oldugumuz ksantin oksidaz ¢ozeltisinden 0.025ml ilave
edildi. Karistirilip oda sicakliginda 20 dk. bekletildikten sonra her iki tiipe reaksiyonu
durdurmak i¢in 0.05 ml bakir kloriir eklendi. Son olarak da sadece birinci tiipe, tayin
edilecek numune ¢ozeltisinden 0.05 ml eklendi. 560 nm dalga boyunda absorbanslari
okunarak not edildi. Bu islemler biitiin 6rnekler i¢in uygulandi.

Hesaplama:

(absorbans kor — absorbans numune) x 100

% inhibisyon = absorbans kor

% inhibisyon

.U
Aktivite (H) = TCox01

Aktivite ()

Spesifik aktivite (mlg protein) =

Protein miktari (%)
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3.2.3. Katalaz (CAT) aktivitesinin tayini

CAT aktivitesi ise Aebi' nin metoduna gore enzim tarafindan yikilan hidrojen

peroksidin izlenmesi esasina gore Ol¢iildii [62].

Kullanilan Cozeltiler

Fosfat tamponu (50 mM): 6.81 gr KH2PO4 ve 7.1 gr Na2HPO4 saf suda ¢ozildu ve
sonra pH 1N NaOH ile 7.4’¢ ayarlandi ve son hacim saf su ile 1 litreye tamamlandi.
H202 (30 mM): %30 luk H20> ‘den 0.34 ml alinarak fosfat tamponu ile 100 ml olacak

sekilde tamamlandi.

Cizelge 3.3 CAT aktivitesi 6lcim prosediirti [62]

Kor Numune
H202 (ml) 2.8 2.8
Fosfat tamponu (ml) 0.2 -
Ornek (ml) - 0.2

CAT enzimi aktivitesinin tayini igin iki kiivet alindi. K6r ve numune kiivetleri
olarak belirlendi. Her ikisine 2.8 ml 30 mM H20. eklendi. Kor kuvetine fosfat
tamponundan 0.2 ml eklendi. Numune kivetine fosfat tamponu eklenmedi. Son olarak
sadece numune kiivetine 0.2 ml 6rnek ilave edildi. Iki islemde sirastyla yapildi. Hizli
bir sekilde galkalanarak spektrofotometrik yontemle 240 nm de 1 dk araliklarla iki kez

okundu absorbanslar1 okundu. Ilk okuma A1, ikinci okuma A2 olarak adlandirildi.

2.3 A
Hesaplama: U == x log =
Ax A,

Formull ile hesaplanarak CAT aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.
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3.2.4. Glutatyon S-Transferaz (GST) Yontemi

GST enzimi aktivitesi, GST, glutatyonun (GSH) 1-klor2,4-dinitro benzenle
konjugasyonunu katalize eder. Bu reaksiyon 340 nm dalga boyunda absorbans farkinin

okunmasi ile ol¢iiliir [63].

Kullanilan cozeltiler

1. 0.25 mM KPO4 Tamponu (pH 7.3)
2. 1mM CDNB
3. 1 mM Redikte Glutatyon

1. 6.0963 gr K:HPO4 ve 3.7616 gr KH2PO4 tartildi 250 ml saf suda ¢oziildii.
2. 0.0061 gr glutatyon 10 ml tamponda ¢6zildu.
3. 0.020255 gr CDNB 10 ml asetonda ¢ozuldu ve tzerine 90 ml fosfat tamponu
eklenip karistirildi.
GST enzimi aktivitesini 6lgmek icin ¢ozeltiler kor ve drnek igeren kiivetlere asagidaki

sekilde eklenir.

Cizelge 3.4 Glutatyon-S-Transferaz yontemi

Cozeltiler Kor (ul) Ornek (pl)
KPO Tamponu 1100 1050
CDNB 50 50

GSH 50 50

Ornek - 50

Kivetler galkalanarak oda sicakliginda 25 °C’ de, 340 nm dalga boyunda, 2 dakika
suresince absorbanstaki artis seklinde ol¢iilir.

Hesaplama
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AABS vVt
0. 0036xVo

GST Aktivitesi (umol/dakika/ml) =

GST Aktivitesi

GST Spesifik Aktivitesi (wmol/dakika/mg protein) =

Proteinmiktar:
AABS= Zamana gore absorbans degisimi

Vt = Toplam Hacim

V6 = Ornek Hacmi

0.0096= 1 mM CDNB’ nin 1 cm’ lik 151k yolunda verdigi absorbans degeri (€
katsayisi)

3.2.5. Askorbat Peroksidaz (APX) Aktivitesi

APX aktivitesi Nakano ve Asada [64] yontemine gore hesaplandi.
Kullanilan cozeltiler

1. 50 mM pH 7.0 Sodyum Fosfat Tamponu

2. 4mM EDTA

3. 8 mM H20:

4. 1 mM Askorbik Asit
1) 50 mM pH 7.0 Sodyum Fosfat Tamponu Hazirlamisi: 0.3677 g NaH2PO4 ve
0.2748 g Na2HPO4 tartilarak behere konuldu. pH 7’ye ayarlandi ve balon jojede saf su
ile 100 mL’ye tamamlandi.
2) 4AmM EDTA Hazirlamsi: 0.1489 g EDTA tartilarak 100 m1’ye saf su tamamlandi.
3) 8 MM H202’nin Hazirlanisi:
Yuzde otuzluk H202 ten 285uL alinarak 10 mL saf suya konuldu ve iyice karigtirildi.
900 pL sodyum fosfat tamponunun absorbansi 240 nm dalga boyunda 6l¢iildii (OD1).
Bu ¢ozeltiye seyreltilmis olan %30 *luk H202’ den 100 pL eklenerek optik dansisitesi
okundu (OD2). Olgiilen absorbans degeri A= € .c.1 formiiliinde yerine konularak elde
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edilen H20: (c) derisimine gére 8 mM olacak sekilde sodyum fosfat tamponu ile
seyreltme yapildi. H2O2’nin 240 nm’deki ekstinksiyon katsayist €= 0,0436 mM/cm’
Ldir. I=151k yolu; A= OD2- OD1

4) 1 mM Askorbik Asit Hazirlamsi: 0.0176 g tartilarak saf su ile 100ml’ye
tamamlandi.

Askorbat Peroksidaz enzim aktivitesini Olgebilmek igin gerekli ¢ozeltiler
hazirlandiktan sonra spektrofotometreye asagidaki sekilde yerlestirildi. Ornek ve kor
kiivetleri ayn1 anda spektrofotometreye yerlestirildi. 30°C’de 10 dakikalik
inklibasyondan sonra hem kor hem de 6rnek kivetlerine H2O2’den 125 uL eklendi.
Olusan tepkime sonucunda absorbans degerlerindeki degisim 3 dakika boyunca 290

nm’de olgildi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.5 Askorbat Peroksidaz yontemi

Cozeltiler Kor (uL) Ornek (uL)
Fosfat Tamponu 500 500
EDTA 25 25
Askorbik asit - 250
Su 250 -
Hesaplama

0D,-0D; Vi(lmL)

APx (mmol /dak/mL)= 5 Xy (U_lmL)xL_

ODo= Baslangi¢ absorbans degeri
ODs= 3.dakikadaki absorbans degeri
t= Zaman (dak)
Vi= Toplam hacim
V6= Ornek hacmi

2.8 Mcm= Indirgenmis askorbatin 290 nm’deki ekstinksiyon katsay1si
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APx spesifik aktivitesi (mmol/dak/mg protein) =22

Frotein milctar:

3.2.6. Fenoloksidaz (PO) aktivitesi tayini

G. mellonella’nin PO enzim aktivitesinin [64] belirlenebilmesi icin
Sulfoxaflor’un farkli konsantrasyonlariyla beslenen ve kontrol grubundan alinan son
evre larvalar buz lizerinde bekletilerek hareketsizlesmesi saglandi. Daha sonra larva
diseksiyon ignesiyle delindi ve larvadan 5 pl hemolenf alinarak ependorf tiiplere

konuldu. Mikroplaka okuyucuda okundu.

Kullanilan cozeltiler

1. 10 mM Fosfat tamponu: NaHPO4 (dibazik, 10 mM, 100 ml'‘de 138 mg) ve
NaH2P04 (monobazik, 10 mM, 100 ml'de 142 mg). Dibazik damla damla monobazike
eklenip pH'1 7.0'a getirildi.

2.DL-3,4, dihidroksifenilalanin (L-DOPA)

1ml fosfat tamponu i¢inde 3 mg'lik bir ¢ozelti hazirlandi. L-DOPA suda veya fosfatta
kolayca ¢ozunir olmadigindan once kiigiik bir miktar asetonda seyreltildi ve sonra
hacmi fosfat tamponu ile 1 ml'ye tamamlanda.

3.5 pul hemolenf 95 pul 10 mM fosfat tamponu (pH 7.0) ile seyreltildi.

4. 5 dakika boyunca 4 ° C'de 10,000 g'de santrifujlendi.

5. 40 pl tamponlu hemolenf siipernatanti alindi ve mikroplakada 160 ul L-DOPA ile
karigtirildi.

6. Mikroplaka okuyucuda (ELISA okuyucu) 30 dakika siresince 492 nm'de
absorbanstaki lineer artis gézlendi.

7. Enzim aktivitesi 492 / dak / pl (absorbans birimleri) olarak ifade edildi.

Hesaplama
1. a) Absorbans ¢izerek absorbanstaki degisiklik (A A492) dakika basina belirlendi.
b) Egrinin dogrusal kisminda iki nokta segip asagida ki denklem kullanildi:
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A A492 / dak = A492 (Siire 2)- A492 (Sirel) / Sure 2 (dk)- Sure 1 (dk)
Enzimatik olmayan kuyular i¢in A A492 / dak oranin1 belirlendi ve bu oran numune

kuyucuklarindan ¢ikarildi.

3.2.7. MDA(Malondialdehyde) tayini

Lipid peroksidasyonunun sekonder iirinii olarak olusan MDA’ ’nin 6lgiimii
tiyobarbiturik asit (TBA) ile inkiibasyonu sonucu olusan kompleksin 535 nm’de
absorbans Ol¢iimii esasina dayanir.

Cozeltiler:

TBA (%00,8): 0.8 g TBA tartilir ve saf su ile 100 ml ye tamamlanur.
TCA (%20): 20 g TCA tartilir saf su ile 100 ml ye tamamlanur.

MDA aktivitesi i¢in hazirlanan siipernatanttan 250 pl 6rnek alinir ve 125 pl %
20 lik TCA ile karigtirilir. Bu karisim 15000 devirde +4 °C de santrifiij edildi. Tiipteki
siipernatant (yaklasik 300 ul), 200 ul TBA ile karistirilir ve 60 dk sicak su banyosunda
(90 °C) bekletilir. Daha sonra 535 nm de kore kars1 okunur. Korii hazirlarken 250 pl
saf su 125 pul TCA ve 200 pl TBA kullanilir.

Hesaplama: A= C ( Konsantrasyon) x bl (Isik yolu) x € (Ekivalent degeri)

A (Okunan absorbans)

b x € (1,56. 10° cmp?)

= nmol / mg protein
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3.2.8. Protein Tayini

Peptit baglar1 tarafindan indirgenmis olan Cu® iyonlarmin Folin—Ciocalteu

reaktifi ile reaksiyonu temeline dayanir.

Kullanilan Cozeltiler

Cozelti A: [%2 Na2CO3 (0.10 N NaOH icinde)]: 2 g Na2COg tartilarak 0.10 N NaOH

icinde toplam hacim 100 ml olacak sekilde tamamlandi.

Cozelti B1: (%1 CuS0O4.5H20): 1 g CuSO4.5H,0 tartilarak ¢ozelti saf su ile toplam

hacim 100 ml olacak sekilde tamamlandi.

Cozelti B2: (%2 Na-K-tartarat): 2 g Na-K-tartarat tartilarak ¢ozelti saf su ile toplam

hacim 100 ml olacak sekilde tamamlandi.

Cozelti C: 50 hacim ¢ozelti A, 1 hacim 1/1 oranindaki ¢ozelti B1 ve B2 karigimu ile
karisgtirildi.

Folin-ciocalteu ¢ozeltisi: Kullanilmadan 6nce 1/1.5 oraninda saf su ile seyreltildi.

Cizelge 3.6 Protein miktarinin 6l¢iim prosedir(i [66]

Kor Standart Numune
Saf su(ml) 0.3 - -
Standart(ml) - 0.3 -
Ornek(ml) - - 0.3
Cozelti C(ml) 3 3 3
Karistilir ve oda sicakliginda 15 dk bekletilir.
Folin-ciocalteu(ml) 0.3 0.3 0.3
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Protein miktarlariin Sl¢imiinde ¢6zeltiye Lowry vd (1951) protein tayini
metodu kullanilarak 6nce 100 ml de 0.10 gr albimin (Sigma; A- 2153) igeren bir stok
cozelti olacak sekilde hazirlandi ve bu ¢6zeltiden seyreltme yontemi ile 0.025, 0.05,
0.075, 0.10, 0.125, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35 mg/ml albiimin iceren standart ¢ozeltiler elde
edildi. Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in Ornek sayist kadar tiip alinarak
numaralandirldi. kér ve numune tiipleri numaralandirildi. Kor tipune 0.3 ml saf su
konuldu ve Uzerine 3 ml ¢ozelti C ilave edildi ve 15 dakika oda sicakliginda
bekletilmesi saglandi daha sonra Gzerine 0.3 ml Folin-ciocalteu eklendi vortekslendi.
Bu sekilde hizli karistirilmasi saglandi. 30 dakika kadar sure tutularak bekletildikten
sonra 750 nm de absorbanslari okundu. Numunelerin okunmasi i¢in 0.3 ml 6rnek
tizerine 3 ml ¢ozelti C eklenerek oda sicakliginda 15 dk bekletildi ve tlizerine 0.3 ml
Folin-ciocalteu ilave edilerek 30 dakika bekletildi. Sonrasinda spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1800) 750 nm de kore kars1 absorbans degerleri okundu. Elde edilen
absorbans degeri regresyon dogrusu denkleminde yerine konulmak suretiyle deney
diizeneginin bir tekrarindaki boceklerin toplam protein miktar elde edildi. Regresyon

denklemi asagida goriildiigii gibi elde edilmistir.

y=0.0009x(R? =0.9894)

3.2.9. Karbohidrat ve Lipid Miktarimin Tayini I¢in Béceklerin Homojenizasyonu

Karbohidrat ve Lipid miktar1 tayini i¢in, G. mellonella larvalarinin yas agirlig
alinip -80 °C de stoklanan bireyleri kullanildi. Bu bireylerin buzunun ¢oziinmesi
saglandiktan sonra melaninlesmeyi engellemek i¢in birkag fenilthioure kristali eklendi
ve Uzerlerine 2 ml sodyumsulfat eklenerek 24000 devir/10 dk da homojenize edildi.
Homojenizasyon islemi sonrasi tiiplere 8 ml kloroform/metanol (1/2) ¢ozeltisi
eklenerek 9000 devir/dk da 10 dk santriflij edildi. Tlplerdeki stpernatanttan 0.2 ml

alinarak karbohidrat miktar1 i¢in 0.2ml ise Lipid miktar1 analizinde kullanildi.
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3.2.10. Lipid Miktarmin Tayini

Lipid miktarinin tayininini gergeklestirmek igin stoklanmis 6rnekler alinarak

Van Handel (1985b) in yontemi kullanildi [67].

Cozeltiler;

1- %2 Na2SOa: 2 gr Na2SO4 tartildi ve balon jojede saf su ile 100 ml ye tamamlandi.
2- Vanilin-Fosforik Asit: 600 mg vanilin 100 ml sicak suda ¢oziildi ve 400 ml %85
lik fosforik asitle karistirild1 ve karanlikta saklandi.

3- Konsantre Sulfurik Asit (%95-97)

4- Kloroform/Metanol Karisimi (1/2): 1\2 oraninda hazirlandu.

Lipid miktarinin analizi sonucu lipid degerlerini degerlendirebilmek igin
oncelikle lipid standart grafigi ¢izildi. Bu sebeple standart ¢dzelti hazirlayabilmek igin
%0.10 lik misir yagt kulanildi. Standart ¢ozeltinin konsantrasyon degeri 1 mg/ml
olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltiden seri seyreltmeler ile 25, 30, 35,
40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlandi. Elde edilen bu ¢ozeltilerin
200 pl si cam tuplere ilave edildi. Bu cam tupler, kloroform/metanol ¢dzeltisinin
buharlasabilmesi i¢in 90°C lik sicak su banyosunda tamaminin buharlagsmasi
gerceklesinceye kadar 1sitilmasi saglandi. Buharlasma olay1 bitince tiipler alinarak
biraz sogutulup iizerlerine 40 pl konsantre siilfiirik asit ¢ozeltisi eklendi ve
vortekslendi. Ardindan 2 dk. daha 90°C lik su banyosunda 1sitildi. Siire sonunda
sogutulan tiiplere 960 ul vanilin-fosforik asit reaktifi konuldu karigtirtlip oda
sicakliginda 30 dakika beklendi ve renk olusumu goézlendi. Ardindan tiipler son kez
karigtirilarak numunelerin absorbans degerleri spektrofotometrede 525 nm dalga
boyunda kore karsi okundu. Bu islemler her standart ¢ozelti konsantrasyonu i¢in ii¢
kez tekrarlandi. Elde edilen absorbans degerleri ile standart lipid grafigi (regresyon
egrisi) ¢izildi.

y=0.0066x(R2= 0.9823)
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Orneklerin  lipid miktarlarinin  analizi icin santrifij sonunda olusan
stipernatantlardan 200 pl o6rnek alip cam tlplere eklendi. Tiplerin iclerindeki
kloroform/metanol ¢Ozeltisinin  tamami buharlasincaya kadar 90°C deki su
banyosunda 1sitildi. Tiipler banyodan ¢iktiktan sonra sogutuldu ve tizerine 40 pl
konsantre sulfiirik asit ¢ozeltisi eklendi tipler vortexlendi. 2 dk daha 90°C deki su
banyosunda 1sitildi. Ardindan tekrar sogutulan her tiipun Uzerine, 960 pl vanilin-
fosforik asit reaktifi eklendi tiipler 30 dk oda sicakliginda bekletildi ve renk olusumu
gozlendi. Daha sonra tiipler karistirildi ve numuneler kore karsi absorbans degerleri
spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda okundu. Okunan absorbans degerleri,

standart grafikte yerine konularak degerlendirildi ve toplam lipid miktar1 belirlendi.

3.2.11. Karbohidrat Miktarimin Tayini

Karbohidrat miktarinin analizinde Van Handel (1985a) in yontemi kullanild:
[68].

Cozeltiler;

1. Antron Cdzeltisi: 750 mg antron, 150 ml bidistile saf su ve 380 ml konsantre H2SO4
icerisinde ¢6zuldu.

2. %2 lik Sodyum Sulfat (Na2SOa) ¢ozeltisi: 2 gr Na2SO4 tartildi ve son hacim 100
ml olacak sekilde saf su iginde ¢ozuldu.

3. Kloroform/Metanol Karisim (1/2): 1\2 oraninda hazirlandi.

Karbonhidrat miktarinin analizi 6ncesinde mililitresi 0.10 g glikoz iceren stok ¢ozelti
hazirlandi. Karbohidrat miktarinin tayin etmeden once bir stok ¢6zelti hazirlandi ve
burdan seyreltme yontemi ile 0.025, 0.050, 0.075, 0.10, 0.125, 0.150, 0.2, 0.250, 0.3,
0.350 mg/ml glikoz standart ¢Ozeltileri elde edildi. Numuneler spektrofotometrede 625
nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu ve elde edilen absorbans degerlerinden

standart glikoz regresyonu denklemi elde edilerek regresyon dogrusu gizildi.

y = 2.9558x (R2= 0.99)
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Karbohidrat miktari tayini igin, santrifuj ile olusan siipernatantlardan 200 pl
ornek alinarak cam tiplere aktarildi. Bu tiipler, iclerindeki kloroform/metanol
cozeltisinin tamami buharlasincaya kadar 90°C deki su banyosunda bekletildi.
Tuplerin sogumasi saglandiktan sonra igerisine 1 ml antron ¢ozeltisi ilave edilerek yine
90°C de 15 dakika bekletildi. Ardindan buzdolabinda sogutulan tiiplerdeki drneklerin
absorbans degeri spektrofotometrede 625 nm de okundu. Elde edilen bu absorbans
degerleri regresyon denkleminde yerine konularak, 1 ml Ornegin i¢indeki total

karbohidrat miktar1 mg cinsinden elde edildi.

3.2.12. Toplam Hemosit Sayilari

G. mellonella’nin yedinci evredeki larvalarinda toplam hemosit sayilarini
belirlemek i¢in kullanildi. Bu larvalarin karin bolgesi etanol ile temizlendikten sonra
hareketini yavaglatmak amaciyla buz lizerinde bekletildi. Larvalarin arka bacaklarinin
tist kismindan diseksiyon ignesiyle delindi ve 5 pl hemolenf alindi. Alinan hemolenf
icerisinde 45 ul Tauber-Yeager ¢ozeltisi (0.005 gr kristal viole, 0.12 ml asetik asit,
0.11 gr CaCly, 0.15 gr KClI ve 4.65 gr NaCl) bulunan buz tzerinde bekletilen ependorf
tiplerine aktarildi. Burdan mikropipet ile 1: 10 oraninda seyreltilmis hiicre
slispansiyonu  birkac kez cekilerek birakildi ve karigsmasi saglandi. Bu
stispansiyonundan 10 pl mikropipet ile ¢ekilerek 0.10 mm derinlige sahip Neubauer
hemositometresine (Improved Neubauer Hemocytometer; Superior, Germany)
yuklendi. Hemositler Olympus CX21 marka mikroskop sayildi.
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Resim 3.1 Hemosit sayimi1

Neubauer hemositometresi ile toplam hemosit miktarinin hesaplayabilmek igin
tizerinde iki farkli sayim alani bulunan ve bu sayim alanlarinin bir gukurlukla
birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Neubauer hemositometre laminda O6rnek
mikropipet ile lama birakildi ve iistiine lameli birakildi. Lamel birakilinca lam iizerinde
lc yukselti oldugu ve ortadaki yiikseltinin diger ikisinden 0.10 mm asagida oldugu
goriilmektedir. Lam iizerinde 2 sayma alani1 bulunmaktadir. Bu sayma alanlar1 bir
cukurlukla birbirinden ayrilmaktadir. Her bir sayim alaninda koselerde dort tane biiyiik
kare vardir. Bunlar ise 16 tane orta buytkliukte kareye bolinmiistiir. Ortadaki biiyiik
kare ise 25 esit orta kareye ayrilmistir. Yani toplam 400 tane kiguk kare

bulunmaktadir. Kii¢iik karelerin igerisindeki hemositler sayildi ve not edildi.

Resim 3.2 Neubauer hemositometre lami
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Resim 3.3 Neubauer Hemositometresi sayim alani

3.2.13. Mikroniikleus Sayillarinin Belirlenmesi

G. mellonella larvalarinda mikroniikleus sayilarinin belirlenebilmesi igin
Olympus CX21 marka mikroskoplar altinda Venier vd. (1997) tarafindan gosterilmis

olan kriterler esas alinarak giemsa ile boyanmis preparatlar incelendi [69].

Cozeltiler;

1. 11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su icerisinde ¢ozildi. (PH:4.8’¢ ayarlandi).

2. 14.83 gr NaoHPO4 250 ml saf su icerisinde ¢6zildl. (PH:9.8”¢ ayarlandi)

3. 5 ml giemsa boya +5 ml 1. ¢ozelti+ 5 ml 2. ¢ozelti aliarak 100 ml’ ye
tamamlandi.

G.mellonella larvalarinin abdomen bdlgesi etanol ile temizlendikten sonra
hareketini yavaslatmak amaciyla buz iizerinde bir ka¢ dakika bekletildi. Larvalarin
arka bacaklarinin list kismindan diseksiyon ignesiyle delindi ve hemolenf alindi.
Yayma isleminden sonra kurumaya birakildi. Lamim kenarma kursun kalemle
konsantrasyonu yazildi. Daha sonra saleya metil alkol konuldu ve fiksasyon yapildi. 5
dk bekletildikten sonra akitip kurumasi beklendi. Ardindan giemsa boyada 10 dk
bekletildi. Siire sonunda saf su ile yikandi ve kurumaya birakildi. Kuruyan lamlar

entellan ile kapatilarak daimi preparat haline getirildi.
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Mikroskop altinda ana niikleustan ayri, temas halinde olmayan, ana nikleustan

kiigiik ve niikleusla ayni tonda boyanmis yapilar mikroniikleus olarak degerlendirildi.

Resim 3.4 Mikroniikleus sayimui i¢in hazirlanan preparatlar

3.2.14. Comet analizi (Tek hiicre elektroforezi) protokoli

Kullanilan cozeltiler;

1. NMA (Normal Melting Agarose)
2. LMA (Low Melting Agarose)

3. 10X TBE Tris : 81gr

4. Borik Asit: 41,gr

5. EDTA (0,5M): 30ml

(0,5M EDTA: 18,61gr EDTA+ 2gr NaOH + 80 ml dH.0) Toplam 750ml’ye

tamamlandi.
6.Lizing Stok Sollsyonu: NaCl: 146.1 g, EDTA: 37.2, Tris: 1.2 gr

Yukarida belirtilen maddeler 1000 ml’lik meziir igerisinde tartildi. Uzerine 10gr
NaOH eklenip ve pH 10’a ayarland:.

7. Lizing stok solusyon: 99 ml
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Triton X: 1 ml
Na lauril sarkosinat:1gr
DTT (65 ml i¢in): 0.09 gr

Calisma oncesinde yukaridaki soliisyon hazirlanip +4°C’ye koyuldu. Bu
sollisyon caligma sirasinda soguk olarak kullanildi. Hazirlarken DTT hari¢ tiim
soliisyonlar1 eklenip iyice karistirildi ve bir saleye aktarildi. Soliisyon hazirlandiktan
sonra DTT’y1 0.09 gr tartilip saleye dogrudan eklendi ve mikropipet yardimiyla
¢oziinmesi saglandi. DTT toz halde bir madde ve bu soliisyon igerisinde zor
¢oOziinebilir oldugundan en az 5 dakika karistirildi. Steril PBS: Hazir tablet kulanild.
(PH 7)

Calisma Oncesi Hazirhk:

1. Lamlar ¢alismadan once temizlendi. Lamin buzlu olan kismina kursun kalem
ile isaret koyuldu.
2. Lamlarin NMA ile kaplanmast:

a. Bu islemde oncelikle %1°lik NMA hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun
icin; 1gr 1. NMA tartildi. Bu 100 ml steril PBS igerisinde mikrodalga
(veya bek alevi) kullanarak eritildi.

b. Eritilen NMA 100 mI’lik bir beher veya sale igerisine dokiildii. Sivi halde
ve sicak olan NMA 60-70°C’y kadar sogutuldu. Ardindan, daha 6nce
hazirladigimiz temiz lamlar isaretli kisimlarindan tutularak bu beher
icerisine daldirild1 ve 7 saniye bekletildi.

C. Ardindan lami ¢ikarildi ve tuvalet kagidi ile lamin alt kismai silindi. Lamlar
oda sicakliginda bir gece bekletildi.

COMET testi karanlik (los) bir ortamda yapildi. Hemolenfler 1200 devir/ 5
dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras: siipernatan kismi atildi. Peletin iizerine 1ml
PBS eklendi ve yavasca karistirildi. Bu sirada LMA 37 °C’ye getirildi. Ornekten
mikropipet yardimiyla her bir NMA ile kapli preparat basina 100.000 hiicre olacak
sekilde hiicre alind1 ve bu bir ependorf tlipiinde su banyosundaki (veya etiv) LMA ile

karistirildi. Bu karigim oda sicakligindaki, lamlarin iizerine 3 damla olacak bigimde
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yayildi ve tizeri lamel ile kapatildi. Lamelleri kapatildiktan sonra 20-25 dakika
donmalar1 bekletildi. Preparatlar nceden hazirlanip +4°C’ te sale icerisinde bekleyen
lizing soliisyonuna koyulmus ve +4°C’ te 1 saat bekletildi. 1 saat sonunda soliisyona
15 ul Proteinaz K eklenmis pastorle veya 1000 pl’lik mikropipet ile soliisyonu birkag
kez yavasga ¢ekip birakildi ve 37°C’ de 2 saat inkiibe edildi. 2 saat sonunda preparatlar
elektroforez tanki igerisinde tablaya veya tablanin konuldugu yere yerlestikten sonra
tankin bir kenarindan 6nceden sogutulmus soguk 1XTBE yavasca tankin igerisine
eklendi. 20 dakika sonunda tankin istiinii agmadan 25 dakika 26V’ da yiiritildi.
Yiiriitme asamasi bitince preparatlar tanktan yatay bigimde alip laboratuar ortaminda
kurumaya birakildi. Kuruyunca +4°C’te bulunan preparat kutusuna koyuldu. Floresan
mikroskopta Orneklerin comet analizi yapildi. Degerlendirme i¢in lamlar kutudan
alinip en az 1 saat 6nce lamlar 8ug/ml konsantrasyonunda EtBr ile boyandi. Her slayta

50ul EtBr 3 damla halinde damlatildi ve iizeri lam ile kaplandi.

Hesaplama

Sifir (0) degeri hasarsiz hiicreyi, bir (1) degeri az hasarli hiicreyi, iki (2) degeri
hasarli hiicreyi, li¢ (3) degeri orta hasarli ve dort (4) degeri ¢ok hasarli hiicreyi temsil
etmektedir.

3.2.15. Sulfoxaflor’un G.mellonella’nin Biyolojisine EtKkisi

Yasama ve gelisme ile ilgili deneylerde Sulfoxaflor’ un 0.01, 0.10, 0.25, 0.50,
1 ug/20 g besin bilesimine ikinci evre larvalarindan her kaba 2’ser tane konuldu. iki
ayr1 etiivde her seferinde 2 konsantrasyon ¢alisildi. Daha sonra son evreye gelmis
larvalar alinarak pup olmalarini saglamak igin 30 ml’lik genis agizli kaplarin i¢ine
katlanmig, ince pembe peliir kagit konuldu. Saglikli ve gelismis disiler, vida kapakl
plastik kabin (ORLAB, L190030, 35x55 mm) i¢ine birakildi. Larvalarin pup
sarabilmesi i¢in pelur kagit parcalar1 burusturularak kavanozun igine birakildi ve kuru
bir ortam saglandi. Her konsantrasyonun her tekrarinda larval, pupal ve ergin evreler

icin 20 birey kullanildi.
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Resim 3.5 Deney besinlerinin i¢inde bulundugu kaplar

3.2.15.1. Son Larval evreye ulasma suresi

Ikinci larval evreden itibaren farkli dozlarda Sulfoxaflor iceren besin ile
beslenen deney gruplarina ve kontrol grubuna ait larvalarin son evreye kadar olan

gelisim sireleri guin olarak belirlendi.

3.2.15.2. Pup sarma suresi

Farkli konsantrasyonlardaki Sulfoxaflor’ un, larvalarin pup sarma siiresine
etkilerini belirlemek i¢in her giin ayn1 saatte kaplarda giinliik degisimler takip edilerek
her bireyin pup sarma suresi giin olarak belirlendi. Pupa olanlar alinarak pupa olus
tarihleriyle beraber 6lenler ve gelisimini tamamlayamayan larvalar kaydedildi. Pellr
kagitlarin iginde birakilmis son evre larvalar her giin kontrol edilerek pupa olanlar

alind1. Son larval evre ile tam pup olana kadar gegen siire giin olarak hesaplandi.
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3]

Resim 3.6 Iginde peliir kagit ve son evre larvalarmin bulundugu kaplar

3.2.15.3. Ergin olma suresi

Kabin igerisindeki pelur kagida pup sarmalar ig¢in konulan larvalar giinlik
olarak gozlendi ve buradaki puplardan erginlesen bireyler alindi. Pupal evre ile ergin
oluncaya kadar gecen siire ergin olma siiresi olarak belirlendi. Erginlesen bireylerin

eseyleri belirlendi ve not edildi.
3.2.15.4. Ergin Yasam Siiresi

Sulfoxaflor uygulanan larvalardan tam pup sarmis bireylerden erginlesenlerin
her giin giinliik degisimleri takip edilerek her bireyin ergin olduktan sonra dliimiine
kadar gecen sureleri belirlendi.
3.2.15.5. Son larval evreye ulasma orani

Farkli konsantrasyonlardaki Sulfoxaflor’ un besine ilave edildigi deney grubu
ve kontrol grubunun ikinci larval evreden son larval evreye kadar ulagsan ve

ulagamayan bireylerinin sayisi belirlendi ve yedinci evreye ulagsma oranlari giin olarak

hesaplanda.
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3.2.15.6. Puplagma ve erginlesme orani

Farkli konsantrasyonlardaki Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin
puplagma ve erginlesme oranlarina etkilerini belirlemek amaciyla her giin ayn1 saatte
kaplardaki giinliik degisimler takip edilerek bireylerin pup ve ergin olup olmama
durumlar1 belirlendi. Pup olan ve olamayan bireyler sayilarak puplasma orani,
pupalardan erginlesen ve pupadan ¢cikamayan bireylerin sayis1 belirlenerek erginlesme

oranlar1 hesaplandi.

3.2.15.7. Erkek ve disi 6miir uzunlugu

Farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarinin besine ilave edilmesiyle yetistirilen
G.mellonella’nin disi ve erkek bireylerin 6miir uzunluklarina etkisini belirlemek igin
her konsantrasyonun her tekrarindaki erkek ve disi bireyler tespit edildikten sonra

pupadan ¢ikip dliinceye kadar gecirdigi siire giin olarak kaydedildi.

3.2.15.8. Toplam Yumurta Sayisi

Disi erginler 30 mI’lik genis agizli, hava almasini saglayan vida kapakli bir
plastik kabin i¢ine dogru tabana degmeyecek ve uclar1 disarda kalacak sekilde
yerlestirilen tela bezinin tabanina birakildi. Disi bireylerin yumurta birakabilmesi igin
birka¢ giin 28+2°C ve %655 nem ortaminda bekletildi. Erginin 48 saat iginde
biraktig1 yumurtalarin zarar gormesini engellemek amaciyla yumusak uglu ince bir
firga kullanildi. Tela bezinden alinan yumurtalarin sayimi mikroskopta yapildiktan
sonra her disi bireyin yumurtasi alinarak a¢ilimimi hesaplamak tizere 15’ml lik kaba
konuldu. Belirli sure (1-3 giin) igerisinde biraktigimiz yumurtalarin agilmasi igin
kaplar 30+2 'C ve %65 +5 nemli ortamda bekletildi. Kapagi kapatilip hangi
konsantrasyona ait oldugu yazilip giinliik takibi yapildi. Buradan agilan yumurta

sayilar1 ve ¢ikan larvalar mikroskopta gozlenerek not edildi. Bir giinde birakilan
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yumurta sayisi, a¢ilan yumurta sayist ve agilamayan yumurta sayisi belirlendi. Bu

bilgilere dayanarak yumurta agilma ytizdesi hesaplandi.

Resim 3.7 Agilan yumurtalarin mikroskobik goéruntisd

3.3. Verilerin istatistiksel analizi

Deney ve kontrol gruplarindan elde edilen verilerin kendi aralarinda da
karsilagtirillmak suretiyle varyans analiz yontemi, ortalamalar arasi farkin 6nem
kontroliinde ise Student Newman Keul’s (SNK) testi, verilerin arasindaki iliskinin
ortaya konmasinda SPSS 20.00 istatistik veri paketi kullanilarak uygulandi. Farkli
harfi iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirimin var oldugu kabul

edildi. Deneyler degisik zamanlarda 5 ‘er kez tekrar edildi.
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4. BULGULAR

Farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarinin (0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1 ug/20 gr
besin) G. mellonella larvalarinin SOD, CAT, APX, GST aktivitesi ve MDA miktar1
Uzerine etkisi tablo 4.1 gosterilmistir. PO aktivitesi tablo 4.2 de verilmistir. Protein,
karbonhidrat ve lipid miktar1 tizerine etkisi ise tablo 4.3 de gosterilmistir. G.
mellonella larvalarinin hemosit sayisi ve mikroniikleus olusumuna etkisi tablo 4.4°de,
G. mellonella larvalariin genotoksik hasari iizerine etkisi (comet analizi) tablo 4.5°de,
G. mellonella larvalarinin biraktiklari toplam yumurta sayisi, agilan yumurta sayisi,
acilan yumurtalarin yiizdesi tizerine etkisi tablo 4.6’de, sulfoxaflor’un G. mellonella
larvalarinin Son larval evreye ulagma siiresi, pup olma siiresi, ergin olma suresi, Son
larval evreye ulasma orani, pup olma orani, erginlesme orani iizerine etkisi tablo

4.7°de, Erkek ve disi bireylerinin 6miir uzunluguna etkisi tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.1 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin SOD, CAT, GST, APX aktivitelerine ve MDA miktarlarina etkileri

Sulfoxaflor SOD CAT MDA GST APX
(1g/20 gr Besin) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg) (U/mg protein) (U/mg protein)
(ORT%SH) (ORT £SH) ORT £SH: ORT £SH: ORT £SH:

0.00** 1.454+0.160 a 5.526+0.960 a 41.74+0.743 a 31.321+4.020 b 0.107+0.001 a
0.01 1.846+0.036 b 5.692+0.166 a 51.844+1.339 b 37.096+0.807 bc 0.197+0.059 c

0.10 1.876+0.046 b 5.604+0.0705 a 56.194+1.442 b 37.477+£0.904 bc 0.234+0.007 d

0.25 2.086+0.0478 b 5.500+0.118 a 55.338+1.174 b 39.625+0.876 ¢ 0.214+0.181 cd

0.50 2.106+0.0492 b 6.504+0.153 b 65.040+1.755 ¢ 41.812+1.976 ¢ 0.294+0.009 e

1.00 4.830+0.268 c 7.142+0.191 c 84.748+3.236 d 17.921+1.526 a 0.166+0.007 b

SNK: a, b, ¢, d, e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harfi iceren veriler arasinda
P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.

(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** . Kontrol
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Tablo 4.2 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin PO enzimi aktivitesine etkisi

10’ 20" 30 Total (U/mg
Sulfoxaflor 0'(U/mg protein)  (U/mg protein) (U/mg protein) (U/mg protein) protein)

(Mg/20 gr Besin) (ORT+SH)* (ORT+SH)* (ORT+SH)* (ORT+SH)* (ORT+SH)*
0.00** 0.115+0.0024 a 0.144+0.0051 a 0.174+0.0068 a 0.202+0.0076 a 0.159+0.0079 a
0.01 0.056+0.0007 b 0.056+0.0007 b 0.057+0.0008 b 0.059+0.0008 b 0.057+0.0004 b
0.10 0.052+0.0003 b 0.053+£0.0003 b 0.053+£0.0003 b 0.054+0.0003 b 0.053+0.0002 b
0.25 0.053£0.001 b 0.053+£0.0012 b 0.054+0.0012 b 0.055+£0.0015 b 0.054+0.0006 b
0.50 0.054+0.0006 b 0.054+0.0007 b 0.054+0.0008 b 0.054+0.0008 b 0.054+ 0.0003 b
1 0.053+£0.0007 b 0.054+0.0005 b 0.054+0.0006 b 0.054+0.0007 b 0.054+0.0003 b

SNK: a, b, harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harfi igeren veriler arasinda P<0.05

diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.

(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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SOD

(€] [e)]
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SOD(U/mg protein)
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0.00 0.01 E 0.25 Q 1.00
Sulfaxoflor(ug/20 gr Besin)

Sekil 4.1 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda SOD aktivitesi iizerine etkisi

Besinin Sulfoxaflor igeren biitiin konsantrasyonlarinda (0.01, 0.10, 0.25, 0.50,
1.00 pg/20 gr besin) G. mellonella larvalarinin SOD aktivitesi kontrole gore artis
gostermistir. Konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda SOD aktivitesinin
her konsantrasyonda bir dnceki konsantrasyona gore arttig1 fakat aralarinda istatistiki
bir fark olmadig goriilmiistiir. 1.00 pg ‘da SOD aktivitesinin diger konsantrasyonlara
kiyasla 6nemli 6lglide arttigir gozlenmistir. SOD aktivitesi kontrol 1.45 U/mg protein
iken Sulfoxaflor iceren gruplarda sirasiyla 1.84, 1.87, 2.08, 2.1, 4.83 U/mg protein
olarak belirlenmistir (Sekil 4.1).
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CAT

CAT (U/mg Protein)
O P N W b U1 OO N

0.00 0.10 0.25 .50

Sulfoxaflor (ug/20 gr Besin)

Sekil 4.2 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda CAT aktivitesi iizerine etkisi

Besinin 0.01, 0.10, 0.25 pg Sulfoxaflor icermesi durumunda kontrolle
karsilastirildiginda CAT aktivitesinde istatistiki bir ayrim s6z konusu degildir.
Sulfoxaflorun yiiksek konsantrasyonlarinda (0.50 ve 1.00pug) CAT aktivitesi kontrole

ve diger konsantrasyonlara gore 6nemli bir artis gostermistir (Tablo 4.1, Sekil 4.2).
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Sekil 4.3 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda GST aktivitesi tizerine etkisi

59



4 BULGULAR Emel ALP

Besinin (0.01, 0.10, 0.25, 0.50 pg) Sulfoxaflor icermesi durumunda
konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda GST aktivitesinde istatistiksel
fark gozlenmemistir. Besinin 1.00 pg Sulfoxaflor icermesi (17.92 U/mg protein)
durumunda gerek kontrole (31.32 U/mg protein) gerekse diger konsantrasyonlara gére

GST aktivitesi onemli Olglide diismiistiir. Bu durum elde edilen veriler arasinda en

diisiik deger olarak tesbit edilmistir (Tablo 4.1, Sekil 4.3).
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Sekil 4.4 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda APX aktivitesi tizerine etkisi

Denenen tim Sulfoxaflor konsantrasyonlarinda APX aktivitesinin kontrole
gore arttig1 gézlenmistir. Konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda 0.1 ile
0.25 pg arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi ve 0.01 pg goére APX aktivitesinin
artmis oldugu gosterilmistir. En yliksek APX aktivite artis1 0.50 pg da goriilmiistiir.
1.00 pg konsantrasyon da ise en diisitk APX aktivitesi gozlenmistir (Tablo 4.1, Sekil
4.4).
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Sekil 4.5 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda MDA miktari iizerine etkisi

Tiim konsantrasyonlarda MDA miktarinin kontrole gore istatistiksel olarak
onemli bir artig gosterdigi belirlenmistir(p<0.05). Konsantrasyonlar kendi aralarinda
karsilastirildiginda besinin 0.01, 0.10, 0.25 pg Sulfoxaflor igerdigi durumlarda
istatistiki bir fark olmadigi fakat 0.50 ve 1.00 pg a gore daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. En yiiksek MDA orani besinin 1.00 pg Sulfoxaflor igermesi durumunda
elde edilmistir. Bu oran deneyde kullanilan en yiiksek Sulfoxaflor konsantrasyonudur.
Maksimum MDA miktarlarini 0.166 nmol/mg oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1, Sekil
4.5).
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Sekil 4.6 Sulfoxaflor’un G. mellonella hemolenfinde PO aktivitesi Uzerine etkisi
Sulfoxaflorun denenen tiim konsantrasyonlarda G. mellonella son evre
larvalarinda hemolenfte fenoloksidaz aktivitesinin kontrole gore azaldigi belirlendi.30'
boyunca okuma yapilarak bu siirenin ortalamasi sonucu 0', 10', 20, 30' da PO enzimi
aktivitesinin kontrole gore diistiiglinii ortaya ¢ikarmistir (Tablo 4.2). Konsantrasyonlar

kendi aralarinda karsilastirildiginda ise istatistiki fark goriilmemistir(p<0.05).
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Sekil 4.7 Sulfoxaflor’'un G. mellonella larvalarinin hemolenfinde PO aktivitesi
uzerine etkisi
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Sulfoxaflor’un denendigi tiim konsantrasyonlardan alinan G.mellonella
larvalarinin hemolenfi ile yapilan enzim analizi sonucu 0, 10, 20 ve 30.dakikalarda
deney gruplari kontrol ile karsilastirildiginda azalma oldugu fakat deney gruplar1 kendi

aralarinda karsilastirildiginda istatistiki fark olmadigi ortaya ¢ikmistir(p<0.05).
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Tablo 4.3 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin Protein, Lipid ve Karbonhidrat miktarlarina etkisi

Sulfoxaflor Protein Karbonhidrat Lipid
(119/20 gr Besin) (mg) (mg) (mg)
0.00%* 18.89+0.20 a 9.0210.222 8.82+0.19 a
0.01 16.04+0.43 b 7.59+0.47 b 6.40£0.25 b
0.10 15.994+0.19 b 7.9240.20 b 6.12+0.18 b
0.25 16.06+£0.57 b 7.67+£0.26 b 4.43+0.21d
0.50 15.76+0.53 b 6.42+0.26 C 4.15+0.05d
1.00 16.04+0.40 b 5.88+0.18 ¢ 5.45+£0.18 ¢

SNK: a, b, ¢, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harfi iceren veriler arasinda

P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
(ORT£SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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Sekil 4.8 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda Protein miktar1 {izerine etkisi

Farkli  Sulfoxaflor konsantrasyonlart1 protein miktarini  etkilemistir.
Sulfoxaflor’in biitiin konsantrasyonlarinda protein miktar1 énemli 6lgiide kontrole
gore azalmistir. Sulfoxaflor oranindaki artiga bagl olarak protein miktarinda kontrole
gore diisiisler gozlenmis fakat denenen insektisit oranlarindan elde edilen veriler kendi
aralarinda incelendiginde istatistiksel agidan 6nemli bulunmamistir. Besindeki farkli
Sulfoxaflor konsantrasyonlarinin (0.01, 0.10, 0.25, 0.50 pg), G.mellonella larvalarinin

protein miktarina etkileri Tablo 4.3 ve Sekil 4.8’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.9 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda Karbonhidrat miktar1 {izerine
etkisi

Sulfoxaflor’un denenen tiim konsantrasyonlarinda karbonhidrat miktarinda
kontrole gbére azalma  goriilmiistiir. Konsantrasyonlar kendi aralarinda
karsilastirildiginda 0.01,0.10 ve 0.25ug da istatistiki fark gozlenmezken 0.50 ve 1.00
ng da diisiisiin artig1 goriilmiistiir. Son iki konsantrasyon arasinda da anlamli bir fark
goriilmemistir. Besindeki farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarmnin (0.01, 0.10, 0.25,
0.50 pg), G. mellonella larvalarinin karbonhidrat miktarina etkileri Tablo 4.3 ve Sekil

4.9’ de gosterilmistir.
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Sekil 4.10 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinda Lipid miktari {izerine etkisi

Sulfoxaflor’un farkli konsantrasyonlarinin verildigi G. mellonella larvalarinda
lipid miktarmin etkilendigi ve kontrole gore azaldigi goriilmiistiir. Denenen
konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda ilk iki konsantrasyon (0.01, 0.10
ng) arasinda anlamli fark goriilmezken (6.4 ve 6.12 mg), diger iki konsantrasyonda
(0.25, 0.50 pg) lipid miktar1 azalmistir (4.43, 4.15 mg. Sulfoxaflor’ un denenen en
yuksek konsantrasyonda (1.00 pg) lipid miktarinin (5.45 mg) kontrole gore diistigii
fakat 0.25 ve0.50 pg’ a gore arttig1 goriilmistiir (Tablo 4.3 ve Sekil 4.10).
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Tablo 4.4 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin hemosit sayisi ve mikroniikleus olusumuna etkisi

Mikroniikleus olusumu

Sulfoxaflor Total Hemosit sayisi

(ORT+SH)*
(1g/20 gr Besin) (ORT£SH)*
0.00** 178.80+7.33 ¢ 0.2000+0.2000 a
0.01 202.60+4.38 d 0.2000+0.2000 a
0.10 225.60+4.37 e 1.0000+0.0000 ab
0.25 337.20+6.94 f 1.8000+0.37417 ab
0.50 154.00£3.96 b 3.2000+0.4899 c
1.00 126.00+3.44 a 3.8000+0.3741 c

SNK: a, b, ¢, d, e, f harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harfi igeren veriler arasinda

P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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Sekil 4.11 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin hemosit sayisi iizerine etkisi

Sulfoxaflorun degisen konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin hemositlerin
toplam sayisina etkileri Tablo 4.4 ve Sekil 4.11° de gosterilmistir. Toplam hemosit
sayist denenen diisiik konsantrasyonlarda (0.01, 0.10, 0.25 pg) kontrol ile
karsilastirildiginda artmistir fakat yiiksek konsantrasyonlarda (0.50, 1.00 pg) kontrole

gore onemli 6l¢iide azalma gorilmistiir(p<0.05).

Resim 4.1 Hemositlerinin 151k mikroskobu altindaki goriintiisti
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Sekil 4.12 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin mikrontikleus olusumu iizerine
etkisi

Farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin hiicrelerinde
mikroniikleus olusumuna etkileri Tablo 4.4 ve Sekil 4.12 de gosterilmistir. Besinin en
diisiik konsantrasyon olan 0.01 pg Sulfoxaflor icerdigi durumda kontrol ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmemistir(p>0.05). Benzer
sekilde, kontrolle karsilagtirildiginda 0.10 ve 0.25 pg konsantrasyonlarini igeren
besinle beslenen boceklere gore mikroniikleus sayilarinda artisin oldugu goriilse de
istatistiki bir fark goriilmemistir. Yiiksek konsantrasyonlar olan 0.50 ve 1.00 g iceren
besinle beslenen boceklerde kontrole kiyasla artisin 6nemli miktarda oldugu
goriilmiistiir(p<0,05). G. mellonella’nin hemositlerindeki mikrontkleus sayilari Sekil

4.12’ da verilmistir.
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Resim 4.2 G. mellonella larvalarinin hemositlerindeki mikronukleuslu hiicreler
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Tablo 4.5 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin DNA’s1 lizerine etkisi (comet analizi)

Sulfoxaflor Kuyruk uzunlugu

*

(1g/20 gr Besin) (ORT+SH)
0.00** 13.350+0.723 a
0.01 17.708+2.253 ab
0.10 21.794+0.659 ab
0.25 30.350+2.968 ab
0.50 56.634+11.895 ¢
1.00 35.594+1.453 b

SNK: a, b, ¢ harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harfi i¢eren veriler arasinda P<0.05
diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.

(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** . Kontrol
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Sekil 4.13 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin genotoksik hasari iizerine etkisi

Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalar iizerinde 0.50 ve 1.00 pg’da istatistiksel
olarak artis oldugu, diger konsantrasyonlarda ise bu artisin 6nemli olmadig:
goriilmiistiir. Comet analizi sonucu gozlenen kuyruk uzunlugunun arttigi ve

dolayisiyla DNA hasarinin arttig1 belirlenmistir.
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.

Sekil 4.14 Sulfoxaflor’un G.mellonella larvalarindaki comet goriintiisii: a kontrol, b
0.01, ¢ 0.10,d 0.25, e 0.50, f 1.00 pg
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Tablo 4.6 Sulfoxaflor’un G. mellonella ergin disilerinin biraktiklar1 toplam yumurta sayisi, agilan yumurta sayisi, agilan yumurtalarin

yuzdesi Uzerine etkisi

Birakilan toplam yumurta

Acilan yumurtalarin

Sulfoxaflor Agilan yumurta sayisi _
sayisl ylzdesi
(1g/20 gr Besin) (ORTSH)* (ORT£SH)* (ORTSH)*
0.00** 181.56+6.59 a 132.25+6.82 a 72.71+1.61 a
0.01 82.56£1.19 b 52.48+0.46 b 63.58+£0.41b
0.10 68.11+1.27 c 46.96+0.93 b 68.94+0.18 c
0.25 59.57+2.26 ¢ 36.63+1.70 ¢ 61.41+0.56 c
0.50 20.77+0.16 e 11.93+0.26 d 57.42+0.98d
1.00 34.29+29+1.54d 20.05+1.28d 58.30+1.46d

SNK: &, b, ¢, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harfi i¢eren veriler arasinda

P<0.05 duzeyinde istatistiksel ayirim vardir.

(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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Sekil 4.15 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin erginlesen bireylerinden
biraktiklar toplam yumurta sayisi etkisi

Birakilan toplam yumurta sayis1 tim konsantrasyonlarda kontrole gore
azalirken, konsantrasyon kendi aralarinda karsilastirildiginda 0.10 ve 0.25 pg
konsantrasyonlari arasinda istatistiksel olarak fark gézlenmemistir. Sulfoxaflor’un G.
mellonella larvalarinin erginlesen bireylerinden birakilan toplam yumurta sayisi

Tablo 4.6 ve sekil 4.15°de verilmistir.

Resim 4.3 Sulfoxaflor’un G. mellonella ergin disilerinin biraktiklar1 toplam yumurta
say1sina iliskin 11k mikroskobu goruntisu
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Sekil 4.16 Sulfoxaflor’un G. mellonella ergin disilerinin agilan yumurtalarin sayisina
etkisi

Sulfoxaflor’un denenen tiim konsantrasyonlarinda kontrole goére agilan
yumurta sayisinda 6nemli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Diisiik konsantrasyonlar
kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistik olarak anlamli bir fark goriilmezken
yiiksek konsantrasyonlarda azalmanin devam ettigi ve besinine 0.50 pg sulfoxaflor
eklenen boceklerin agilan yumurta sayisinda 6nemli bir diisiis oldugu istatistiksel bir
anlam ortaya ¢ikmistir(p<0.05). 1.00 pg’lik besin ile 0.50 pg karsilagtirildiginda daha
diisiik oldugu goriilse de aralarinda anlam farki yoktur. Acilan yumurtalarin
mikroskobik gorintisu resim 4.4 de, Sulfoxaflor’'un G. mellonella larvalarinin
erginlesen bireylerinden agilan yumurtalarin sayisina etkisi ise tablo 4.6 ve sekil

4.16°de verilmistir.

Resim 4.4 G.mellonella’nin Sulfoxaflor etkisinde agilan yumurtalarmin mikroskobik
goruntusu
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Sekil 4.17 Sulfoxaflor’un G. mellonella ergin disilerinin agilan yumurtalarin yiizdesine
etkisi

Sulfoxaflor’un G. mellonella ergin disilerinin agilan yumurtalarin yiizdesi
hesaplanirken denenen tiim konsantrasyonlarda agilan yumurtalarin yilizdesinin
diistiigii goriilmiistiir. Istatistiksel analiz sonucunda, yumurtalarm acilim yiizdesi

bakimindan gruplar arasinda fark oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.7 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin Son larval evreye ulagsma siiresi, pup olma siresi, ergin olma suresi, Son larval

evreye ulagsma orani, pup olma orani, erginlesme orani iizerine etkisi

Son larval

Pup olma

Ergin olma

Son larval

Pup olma

Sulfoxaflor evr_eye_ulaﬂsma suresi (gun) suresi(gun) evreye ulasma orani(%0) Olfl;gil;;ej:lz;) )
(ug/2_0 gr suresi (gun) orani(%0) (ORT+SH)*

Besin) (ORT+SH)*  (ORT#SH)*  (ORT#SH)*  (ORT#SH)*  (ORT#SH)*

0.00** 13.98+0.19 a 6.33£0.33 a 5.75+0.12 a 93.33£1.66 a 96.66+1.66 a 98.33£1.66 a
0.01 15.01+0.41 b 7.35£0.15 ab 6.90+£0.38 b 81.66+1.66 b 96.66+1.66 a 91.66+1.66 a
0.10 16.31+0.14 ¢ 9.00+0.40 b 6.20+0.10 ab 80.00+0.00 b 95.00+0.00 a 90.00+0.00 a
0.25 15.93+0.20 ¢ 8.61+£0.24 b 6.10£0.35 ab 78.33£4.40 b 96.66+1.66 a 90.00+0.00 a
0.50 16.43+0.15 ¢ 8.13+0.64 b 6.28+0.60 ab 83.33+3.33b 76.66+1.66 C 91.66+1.66 a
1.00 17.41+0.23d 8.80+0.62 b 6.21+0.13 ab 83.33£1.66 b 88.33£1.66 b 91.66+3.33 a

SNK: a, b, ¢, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Farkli harfi igeren veriler arasinda
P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
(ORT+SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** - Kontrol
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Sekil 4.18 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin Son larval evreye ulasma

siresine etkisi

Son larval evreye ulasan bireylerin gelisim siirelerine bakildiginda gruplar

arasinda (sadece 0.10, 0.25 ve 0.50 pg arasinda anlaml fark yoktur) farkin anlamh

oldugu ve sulfoxaflor uygulamasina bagli olarak, larval gelisim siiresinin, kontrol

grubuna kiyasla uzadig goriilmiistiir. Kontrol grubunda Son larval evreye ulasma

siresi 13.98+0.19 giin iken en yiiksek konsantrasyondaki bireylerin 17.41+0.23 giin

olarak hesaplanmistir. Buradan yola ¢ikarak larval gelisim siiresinin ortalama 4 giin

uzadig1 ortaya ¢ikmustir. ikinci evre larvalarin son evreye kadar olan gelisim siireleri

Tablo 4.7 ve sekil 4.18de verilmistir.
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Sekil 4.19 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin pup olma siiresine etkisi

Her bir grup i¢in, her bir larvanin son déonem larval evreden pup evreye gectigi
siireler belirlendi. ilgili veriler Tablo 4.7 ve sekil 4.19°de verilmistir. Sulfoxaflor
eklenen besin ile beslenen G. mellonella larvalarindan elde edilen pupal gelisim
stirelerine bakildiginda gruplar arasinda farkin anlamli olmadig:1 fakat kontrol ile

karsilastirildiginda pup olma siiresinin uzadig1 goriilmistiir.
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Sekil 4.20 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin ergin olma siiresine etkisi
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Kontrol grubunda ve farkli dozlarda sulfoxaflor ile beslenen deney gruplarina
ait larvalarin, pup oldugu andan, ergin olana kadar gegen siireler (giin) olarak
gosterilmistir. Tablo 4.7 ve sekil 4.20 ergin olma siirelerini gostermektedir. Yapilan
istatistiksel analiz sonucunda; gruplar arasinda farkin anlamli olmadig1 anlagilmstir.
Kontrol ile 0.01 pg karsilastirildiginda ergin olma siiresinin uzadig1 istatistiksel
anlamda fark oldugu goriilmiistiir(p<0.05). Kontrol ile diger gruplar arasinda 6nemli
bir fark olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Calismamizda, daha 6nce de belirtildigi tizere larval
gelisim siiresi ve pup olma siiresinin uzadig1 ve bu duruma paralel olarak, en diisiik

dozda G. mellonella’nin ergin olma siiresinin de uzun oldugu gorilmiistiir.

Yedinci evreye ulagsma orani
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Sekil 4.21 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin Son larval evreye ulagsma oranina
etkisi

Sulfoxaflor’'un denenen tiim konsantrasyonlari kontrol grubuyla ile
karsilastirildiginda G. mellonella larvalarinin Son larval evreye ulasma oraninda
azalma oldugu fakat konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda bir fark
olmadig1 gortilmustiir. Tablo 4.7 ile sekil 4.21°da G. mellonella larvalarinin son larval

evreye ulagsma oranlar1 verilmistir.
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Pup olma orani
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Sekil 4.22 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalariin pup olma oranina etkisi

Sulfoxaflor’un eklendigi besin ile beslenen G. mellonella larvalarinin pup olma
oranlarina bakildiginda kontrol ile 0.01, 0.10, 0.25 pg konsantrasyonlari ile arasinda
bir fark olmadig1 goriilmiistiir. 0.50 ve 1.00 pg arasinda ve ayn1 zamanda kontrolle de
aralarinda anlamli bir fark oldugu belirlenmistir(p<0.05). Pupa olma oraninin 0.50 pug
da iceren besinde en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir. G. mellonella larvalarinin

pup olma oranlar1 Tablo 4.7 ile sekil 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.23 Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin erginlesme oranina etkisi
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Sulfoxaflor’un denenen tiim konsantrasyonlarinda G. mellonella larvalarinin
erginlesme oranina etkisi olmadig1 ortaya ¢ikmistir. Kontrol ile konsantrasyonlar
arasinda bir fark olmadig1 ve ayn1 zamanda konsantrasyonlarinda kendi aralarinda bir
fark olmadigi gorilmistir. Sulfoxaflor’un G. mellonella larvalarinin erginlesme

oranina etkisi ile ilgili veriler Tablo 4.7 ve sekil 4.23 de verilmistir.
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Tablo 4.8 Sulfoxaflor’un G. mellonella’nin erkek ve disi bireylerinin dmiir uzunluguna etkisi

Erkek omiir uzunlugu(giin)  Disi 6miir uzunlugu(gin)

Sulfoxaflor (ug/20 gr Besin) (ORTxSH)* (ORTxSH)*
0.00** 18.513+0.721 a 8.402+0.674 a
0.01 15.999+0.300 b 8.004+0.299 ab
0.10 15.661+0.388 b 8.722+0.535 a
0.25 15.304+0.536 b 7.19240.321 abc
0.50 11.486+0.593 ¢ 6.740£0.229 bc
1.00 12.469+0.600 ¢ 6.208+0.237 ¢

SNK: a, b, ¢ harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Farkli harfi iceren veriler arasinda P<0.05
diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.

(ORT£SH)* Aritmetik ortalama + Standart hata

** : Kontrol
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Omiir uzunlugu
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Sekil 4.24 Sulfoxaflor’un G. mellonella’nin erkek ve disi bireylerinin dmiir
uzunluguna etkisi

Larva doneminde farkli Sulfoxaflor dozlariyla beslenen G.mellonella’nin disi
ve erkek bireylerin dmiir uzunluklarina etkisine bakildiginda erkek bireylerin kontrol
grubuna kiyasla biitiin konsantrasyonlarda 6miir uzunlugunun azaldigi ancak 0.01,
0.10, 0.25 pg da gruplarin kendi arasinda istatistiki fark olmadigi belirlenmistir.
Yiiksek konsantrasyonlarda diisiis artmistir. Disi bireylerin dmiir uzunluguna
bakildiginda biitiin konsantrasyonlarda omiir uzunlugu azalmis goriinse de yiiksek
konsantrasyonlarda diisiis artmistir. 0.01, 0.10, 0.25 pg dozlarda istatistik olarak
kontrol ile ayni grup igerisinde yer aldigi belirlenmistir. Erkek ve disi bireyler

karsilagtirildiginda erkek bireylerin daha fazla yasadigi goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Sunulan calismada siilfoxamin grubu bir insektisit olan Sulfoxaflorun farkli
konsantrasyonlarinin (0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 ug/20 gr besin) potansiyel olumsuz
etkilerinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi i¢in hem G. mellonella larvalarinin
biylme ve gelisimi hem de oksidatif stres ile ilgili parametreleri 6l¢lilmiistiir.

Insektisitler, tiim tarimsal ekosistemlerde modern tarim ve iiretim siireglerinin
ayrilmaz bir bilesenidir. Bu sebeple diinya c¢apinda bir veya daha fazla insektisit
uygulanmasi zorunlu hale gelmistir. Tarimda kullanilan insektisitlere karsi, zararl
bocekler direng gelistirmislerdir. Mevcut insektisitlere karst direng devam etmekte
olan bir sorundur. Olusan diren¢ nedeniyle, bitkisel kokenli, 6zgiin ve yeni nesil
insektisitlerin  gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu calisma da kulanilan
Sulfoxaflor ([N- [metiloksido [1- [6- (triflorometil) -3-piridinil] etil] -k4-silfaniliden]
siyanamid], yeni bir insektisit sinifi olan siilfoksiminler grubunu temsil etmektedir.
Sulfoxaflor, bdceklerde asetilkolin yerine nikotinik asetilkolin reseptorlerinin
(nAChR'ler) agonisti gibi davranir ve nAChR'lere etki eden diger insektisitlerden
farkli bir yere baglanarak islev gérmektedir [70].

Biyolojik sistemlerde stiperoksit anyon radikalleri, hidroksil radikalleri ve
H>O> gibi reaktif oksijen tiirleri, hiicrelerdeki normal oksidatif islemler
sirasindaolusmakta ve fazla miktarda olduklarinda oksidatif strese neden olmaktadir.
Hem reaktif oksijen tiirlerinin artan {iiretimi hem de organizmanin antioksidan
bariyerinin zayiflamas1 oksidatif stresi indiikler. Baska bir deyisle, oksidatif stres,
serbest radikallerin artisi ve onlari ortadan kaldiran antioksidanlarin yetersizligi
sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanabilir [71]. Radikaller oksidatif
stres ile olusan genotoksik etkiye, MDA olusumuna dolaysiyla lipid
peroksidasyonuna ve enzim inhibisyonlarina sebep olarak canli yasamini oldukca
olumsuz etkilemektedir [72]. Lipidler, proteinler ve nukleik asitler gibi tim
biyomolekiiller serbest radikaller tarafindan saldirilara ugrayabilir, ancak aralarinda
lipidler bu duruma ¢ok daha duyarlidir. Ozellikle, lipid peroksidasyonu énemli bir
mekanizma olarak kabul edilir ¢iinkii oksidatiflerin doku hasarina neden olabilecegi

bununla birlikte bozulmus hiicre fonksiyonu ve hiicre zarlarinin fizikokimyasal
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Ozelliklerindeki degisiklikler hayati fonksiyonlart bozmaktadir [19]. ROT tarafindan
olusan hasara karsi koymak icin organizmalarda ¢esitli mekanizmalar vardir [71].
Birincil savunma, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar tarafindan sunulmaktadir.
Enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlarin ROT'lar1 ve serbest radikalleri
temizledigi gosterilmistir [73].

SOD ve CAT antioksidan savunma sistemininin ilk basamagini olusturan
onemli antioksidan enzimler olarak bilinmektedirler [72]. SOD, siiperoksitin H.O> ve
molekiiler oksijene doniisiimii katalize etmektedir. CAT ise H202 molekilini suya ve
oksijene dondstiriir [16]. Sunulan c¢alismada Sulfoxaflorun sadece yiksek
konsantrasyonlarinda (0.50 ve 1.00ug) CAT aktivitesi kontrole ve diger
konsantrasyonlara gére 6nemli bir artig gostermistir. G. mellonella larvalarinin SOD
aktivitesi bitiin konsantrasyonlar da (0.01, 0.10, 0.25, 0.50, 1.00 pg/20 gr besin)
kontrole gore artig gostermistir. 1.00 ug ‘da SOD aktivitesinin diger konsantrasyonlara
kiyasla arttig1 gozlenmistir. SOD enzim aktivitesindeki artisin sebebi Sulfoxaflorun
etkisiyle siiperoksit radikalinin artmasina karsi bir savunma yanitt oldugunu
diistindiirmektedir. Bu yanitin hem siiperoksitin dogrudan hem de reaksiyonlar
sonucunda hidroksil radikaline doniistimiine bagl olarak hiicrede olusturacag: zararli
etkilerine kars1 hiicresel yap1 ve bilesenlerin korumasinda 6nemli olabilecegi
ongorilmektedir Calismamizda 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda SOD ve CAT
enzimlerinin aktivitesinin artigt ortamdaki stperoksit radikallerini pargalamak igin
SOD enzim aktivitesinin artmis olabilecegi ve yan liriin olarak olusan H.O2’i CAT’1n
daha zayif iirlinlere doniistiirerek etkisiz kildig1 diistintilmektedir. CAT, H202’1 hizla
suya ve oksijene doniistiiriir. CAT, ylksek konsantrasyondaki H2O: leri etkisiz hale
getirmekte basarilidir. Diisiik konsantrasyonlarda CAT 1n degismemis olmasini
ortamda az miktarda bulunan H20O: leri yok etmek igin askorbat peroksidazlarin gorev
aldigin1 ya da enzimin yiiksek bir Km degerine sahip olmasindan dolay1 bu radikalin
uzaklastirilmasinda yetersiz kalmasina neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
durum caligmamizda denenmis tim Sulfoxaflor konsantrasyonlarinda APX
aktivitesinin kontrole gore arttig1 gosterilmistir. Konsantrasyonlar kendi arasinda
karsilastirildigr ise 1.00 ug da en diisitk APX aktivitesi gézlenmistir. APX aktivitesinin

1.00 pg da diger konsantrasyonlara nazaran azalmasi APX’ in inhibe olmasindan
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kaynaklandigini diisindiirmektedir. H2O2’in yok edilmesinde gorevli diger bir enzim
ise APX enzimidir. Ancak APX, CAT tarafindan normal olarak temizlenmeyen diigiik
konsantrasyonlardaki H>Oz'yi temizlemektedir [74]. APX H20.'yi ayn1 anda askorbat
oksidasyonu ile azaltmaktadir yani askorbati oksitleyerek lipid peroksitleri azaltmak
icin glclu bir antioksidan gorevi gormesi ve ROT tarafindan doku hasarinin
onlenmesindeki rolii kesfedilmistir. Glutatyon eksikligi olan hayvanlarda glutatyonu
koruyup antioksidan havuzunu en st diizeye ¢ikardigi bilinmektedir [75]. Spodoptera
littoralis larvalarinda tannik asitin (TA) olusturdugu oksidatif stres ve antioksidan
savunma sisteminin arastirildigi ¢alisma ile bulgularimizdan benzer sonuglar elde
edilmistir. SOD, CAT, APX aktivitelerinde genelde artis oldugu bu durumun yiiksek
enzimatik faaliyetlerin acik¢a oksidatif stres seviyesini azaltmaya yonelik
olabilecegini bildirmislerdir [76]. o-dihidroksifenollerin yaprak biti Sitobion avenae
ve yulaf yaprak biti Rhopalosiphum padi dokulari iizerindeki etkilerinin incelendigi
calismada APX aktivitesinin arttig1 ortaya ¢ikmistir [23].

Yapilan bir ¢alismada kadmiyumun [77], malathionun [78], borik asidin [76]
G. mellonella larvalarinin bazi parametrelerine etkisi arastirilmis SOD aktivitesini
artirdig1 ve SOD enzim aktivitesinin artmasi ortamda siiperoksit radikallerinin arttigini
ve dokularda biriken MDA miktartyla birlikte oksidatif stresin ortaya ¢iktigin
bildirmislerdir. Calismamizla benzerlik gosteren bu durum oksidatif strese neden olan
stiperoksit radikallerini daha az etkili iiriinlere doniistirmek icin gergeklestirdigi
belirtilmektedir. DDVP ‘in G. mellonella larvalarinin enzim aktiviteleri iizerine
yapilan bir ¢aligmada ise SOD ve CAT enzim aktivitelerinde artig goriilmiistiir. [80].
Bagka bir caligmada organofosforlu insektisit fenthionun degisen konsantrasyonlarinin
G. mellonella larvalarinda antioksidan enzimler ve lipid peroksidasyonuna etkisi
arastiritlmistir. Fenthion MDA miktarinda, CAT enziminin aktivitesinde bir artisa
sebep olmustur. Fenthionun diisiik dozlar1 ise SOD aktivitesini artirmistir. Buradan
yola ¢ikarak fenthionun oksidatif strese neden oldugu CAT ve SOD gibi antioksidan
enzimlerin aktivitesinde degisimlere neden oldugu belirtilmistir [81]. Bununla birlikte
SOD ve CAT ile ilgili omurgali canlilar {izerinde yapilan birtakim g¢alismalarda
mevcuttur. Bu durumu orneklendirmek gerekirse, Icel’ de bulunan tarim alanlarinda

calismis ve siirekli pestisitlere maruz kalmis gifcilerden alinan kan 6rneklerinden elde
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edilen eritrositlerde enzimatik antioksidan enzimlerinden SOD ve CAT aktivitelerinin
yiiksek oldugu goriilmiistiir [82]. Benzer olarak Alfa-sipermetrinin baliklar {izerindeki
etkisine bakildiginda SOD aktivitesinde meydana gelen artisin alfa sipermetrin
uygulamasinin sebep oldugu siiperoksit radikallerini ortamdan uzaklastirmak igin
oldugu diisiiniilmektedir. [83]. Calismamizin aksine yapilan bir ¢aligmada ise ikinci
nesil bir neonikotinoid olan tiyametoksamin G. mellonella larvalarina etkilerinin
incelenmesi sonucu yiiksek konsantrasyonlarda asir1 ROT birikimi nedeniyle SOD ve
CAT aktivitelerinin diistiigiinii kaydetmislerdir. SOD aktivitesinin inhibisyonu sonucu
ortamda H20. azalmis ve CAT etkinligi de dogrudan engellenmis olabilecegini
vurgulamiglardir [84].

GST'ler, omurgasizlarda ve omurgalilarda daha az toksik alt tabakalar tireten
bilesiklere indirgenmis glutatyonu (GSH) konjuge ederek elektrofilik substratlarin
veya ksenobiyotiklerin toksik etkilerini notralize eden bir grup fonksiyonel
detoksifikasyon enzimidir. Ayrica mikrozomal oksidasyon ile olusan reaktif
metabolitlerin faz 11 detoksifikasyon sisteminde [74], [85] ve doku hasarini
onlenmesinde  etkilidir  [86]. Sunulan ¢alismada denenen  Sulfoxaflor
konsantrasyonlarinin verildigi G. mellonella larvalarinda GST aktivitesi kontrole gore
artmis fakat en yiiksek konsantrasyonda gerek kontrole gerekse diger
konsantrasyonlara gore GST aktivitesi 6nemli Ol¢tide diismiistiir. Bu durumda GST
enzimi aktivitesinin artmast sonucu lipid peroksidasyon riinii olan MDA ’nin bocege
zarar verecek diizeye ulasmasi 6nlenmis olur ya da metabolizma Urlnlerini detoksifiye
etmek igin artmis olabilecegi diisiinilmektedir. Organizmalarda fizyolojik bir tepki
olarak, GST’nin hiicreleri, perokside lipidler gibi endojen kaynakli bilesikleri
detoksifiye ederek korudugu bilinmektedir. Bu nedenle, GST aktivitesi ve MDA
seviyesi arasinda yakin bir iliski olmasi gerekir. Sulfoxaflorun ylksek
kontsantrasyonda GST aktivitesini diisiirmesi serbest radikallerin asir1 sekilde
tiretilmesinden ileri geliyor olabilir ve GST aktivitesini 6nemli derecede inhibe ettigi
sOylenebilir. Ayni zamanda GST’nin diismesini glutatyonun azalmasina da
baglayabiliriz. Insektisit, CDNB'ye karst GST aktivitesinin rekabetci bir inhibitdrii
gibi davranip enzimin aktif bolgesine baglanmis olabilir. Biiyiikgiizel ve Kayaoglu

tarafindan Niklozamidin G. mellonella larvalarina etkisinin arastirildigi ¢alismada

90



5. TARTISMA Emel ALP

%0,10’1uk niklozamid konsantrasyonunda MDA miktar1 4 katina, GST aktivitesi ise 2
katina ¢iktig1 sonucuna ulagilmistir. Bu durum ise insektisite maruz kalinmasina bagl
olarak olusan toksik etkiyi ortadan kaldirmak i¢in birgok bdcekte GST aktivitesini
arttirdigini ortaya ¢ikarmistir [32]. G. mellonella larvalari iizerinde entomopatojenik
bir mantar olan Purpureocillium lilacinum’un toksikolojik etkileri arastirilmistir.
Fungal etkilerine bagli olarak enfeksiyon gelistigi ve bunun sonucunda olusan
oksidatif strese bagli GST enzim aktivitesinin belirlenen siire igerisinde artis
gosterdigine dikkat gekmiglerdir [85] T. absoluta'nin iki populasyonunun indoxacarb,
spinosad, azadirachtin, chlorantraniliprol ve metaflumizon’a karsi olusan dirence bagh
olarak [87] ve Tenebrio molitor’un piretroid insektisitine karsi [86] detoksifikasyon
mekanizmasi gosterdigi ve yeni bir neonikotinoid insektisit olan Guadipyr’in Daphnia
magna ‘da GST enzim aktivitesi arttirdigi belirlenmistir [88]. Burdan yola ¢ikarak bu
sonuglarin ¢calismamizla benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.

Sulfoxaflorun denenen tiim konsantrasyonlarinda G. mellonella larvalarinin
hemolenflerinde PO enzimi aktivitesinin kontrole gore diistiigli ortaya ¢ikmustir.
Konsantrasyonlar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise istatistiki ~ fark
goriilmemistir. Boceklerde savunma mekanizmasi hiicresel ve humoral bagisiklik
olarak kendini gostermektedir. Omurgasizlarda oldugu gibi boceklerde de dogal olarak
bulunan bu 6nemli savunma sistemi humoral immin tepkisi olan PO enzimi
patojenlerin ve hasarli dokularin melanizasyonundan sorumludur [22]. Calismamizi
destekleyen ve Hypericum perforatum extratinin ve % 0.10, % 0.25,% 0.50 ,% 1.00
oraninda Olive europaea yapragi ekstrakti % 40 DMSO c¢ozeltisinde ¢oziilerek [89]
G. mellonella larvalarina verilmesiyle PO enzimi aktivitesine etkilerinin aragtirildigt
calismalarda hemolenfte PO enzim aktivitesi tizerindeki etkisi arastirilmis sonuglara
gore PO aktivitesinin zamanla azaldigi gorilmistir. Hemolenfte hidroksibenzen
oksidaz formundaki lenf serin proteaz ve hidrolizin spesifik kademeli reaksiyonunun
ile aktive olmaktadir fakat enzimin inhibe olmasiyla reaksiyon gerceklesmedigi
diisiiniilmektedir [90]. Farkl1 Indol-3-Asetik asitin konsantrasyonlarinin G. mellonella
son evre larvalarina uygulanmasi sonucu bireylerden elde edilen hemolenfte PO
aktivitesinin kontrole gore azaldig belirlendi ve bu azalmalar istatiksel olarak anlamli

bulunmustur [91]. Bprofezin ve pyriproksifen maddelerinin, Spodoptera littoralis
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lizerinde PO enzim aktivitesini azalttigi belirlenmistir [92]. Bir insektisit olan
Terpinen-4-ol maddesinin de Mythimna separata ‘nin 5. larval evresinde PO’ 1 inhibe
ettigi goriilmiistiir. Melanin pigmentinin anahtar enzimi olan PO, serin proteazin
spesifik kademeli reaksiyonu ve hidrolizi ile reaksiyon zincirinin gelistigi belirtilmistir
[93]. Tim bu c¢alismalarda PO enzimi aktivitesinin azaldig1 veya inhibe edildigi
dolayisiyla da immiin sistemin etkilendigi ve baskilandigi sonucu bizim
calismamizdan elde ettigimiz verilerle de uyum i¢indedir. Ayn1 zamanda PO’1n yeni
pestisit ¢aligmalarinin hedeflerinden biri haline geldigi diisiiniilmektedir.

Insektisit etkisinde meydana gelen lipid peroksidasyonunun son (riinii olan
MDA hicre zarinda hasar olustugunu gosteren 6nemli bir belirtegtir. [72]. Oksidatif
stresin dnemli bir gostergesi olan MDA miktari, Sulfoxaflorun tiim konsantrasyonlarin
da kontrole kiyasla artmistir. Bu ¢alismada MDA diizeyinin artmasi, dokularda ROT
olusumunun bir gostergesidir. ROT’ u ortadan kaldirmak i¢in SOD ve CAT 1n yetersiz
kalmast MDA ‘nin yiikselmis olmasindan kaynaklandigi diistindiirmektedir. Bu
arastirmanin bulgularina benzer olarak klorpirifosa maruz kalan Triticum aestivum’da
[94], Borik asit [79] ve Kadmiyuma maruz kalan Galleria mellonella larvalarinda [77]
Methidathionun etkisinde Lymantria dispar larvalarinin ortabagirsak dokularinda [58]
insektisit uygulamasinin ROT birikimini tesvik etmesi sonucu lipid peroksidasyonu
meydana getirmesi ve antioksidan dengeyi bozmasi ile iliskilendirmistir [94].
Sonuglarimizla benzerlik gosteren ve omurgali canlilar iizerine yapilan ¢alismalarda,
Diazinonun si¢an kalp dokusundaki malondialdehit diizeylerinin diazinon ile muamele
edilmis gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA diizeylerinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu gozlenmistir. Artan serbest radikallerin doymamis yag
asitleri ile reaksiyona girmesi sonucu meydana gelen lipid peroksidasyonunun varligi
artan MDA ile kanitlanmistir [94]. Thiamethoxam’un O. niloticus’da oksidatif stres
olusturdugu ve olusan MDA’nin bagirsak dokularinda hasar olusturdugu ortaya
cikartlmistir [72]. Sonuglarmin ¢alismamizla paralellik gdstermesi Onemli bir
bulgudur.

Canlilar normal yasamini siirdiiriilebilmesi i¢in organik ve inorganik
molekillere ihtiya¢ duymaktadirlar. Diizenleyici olarak birgok fonksiyonu bulunan

protein, hiicre zarmin yapisal biitiinliigiine katkida bulunan, yag doku ve gerektiginde
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enerji olarak kullanilabilen lipid ve gerek direkt gerekse depo edilerek canlilarin enerji
ihtiyacinda kullanilan karbonhidratlar canlilar i¢in en Onemli organik makro
molekiillerdir. Diger canli gruplar1 gibi; bdcekler de biiyiime, gelisme ve Ureme
faaliyetlerini devam ettirebilmek icin protein, karbonhidrat ve lipid gibi temel besin
maddelerine ihtiyag duymaktadirlar [29]. Lipidler boceklerin metabolizmasinda
6nemli bir rol oynarken besin ve enerji rezervleri deposu olarak bilinmektedir. Gerek
aclik ve metamorfoz donemlerinde hayatta kalmak i¢in gerekse yumurta Uretimi ve
eseysel olgunluga ulagsmak icin bircok bdcek tiirlinlin lipidlere ihtiya¢ duydugu
bilinmektedir [95]. Bocekler gereksinim duyduklari bu besin bilesenlerini,
besinlerinden dogrudan alabildikleri gibi viicutta depo edilmis protein ve karbonhidrat
kaynaklarin1 ~ kullanarak da sentezleyebilirler [28]. Sulfoxaflor’un farkli
konsantrasyonlarinin verildigi G. mellonella larvalarinda lipid miktarinin etkilendigi
ve kontrole gore azaldigi goriilmiistiir. Ayn1 durum protein ve karbonhidrat i¢in de s6z
konusu oldugu goriilmiistir. Sulfoxaflor biitiin konsantrasyonlarinda protein ve
karbonhidrat miktar1 6nemli 6l¢iide kontrole gore azalmistir. Protein ve lipid igeriginin
azalmasi, hiicre ve doku organellerinde hasarin onarimi i¢in kullanilacak bir
lipoprotein olusumu mekanizmasindan kaynaklaniyor olabilir. Hayvanlar stres
kosullar1 altinda yiiksek enerjiye ihtiyag duyarlar ve protein katabolizmasi
uyarilmaktadir [96]. Kadmiyumun toplam lipid igerigi G. mellonella tzerindeki
etkilerine bakildiginda lipidin, Cd’un farkli konsantrasyonlarina maruz kalan G.
mellonella’nin lipid miktarinda bir azalma oldugu bildirilmistir. Bunun sebebi olarak
canlinin enerji kaynagi olan lipidlerin okside olmasindan kaynaklandigi sonucuna
vartlmistir [57].

Bocekler igin karbonhidrat 6nemli bir makro molekiildiir. Dogada boceklerin
kullandig1 nektar, bal 6zii gibi seker kaynaklari metabolik ihtiyaglarin kullanilmasi igin
hemen kullanilabilecegi gibi glikojene ya da trehaloza cevrilerek, sonra kullanmak
Uzere depolanabilir [97]. P. turionellae larvalari, sipermetrine maruz kaldiginda lipid
ve protein igeriginin biiyiik 6l¢iide azaldigini bildirmiglerdir. Radikallerin olusturdugu
stres nedeniyle enerji metabolizmasinda lipid ve protein katabolizmasi gergeklestigini
savunmuslardir [96]. Viicut iginde, toksik maddeler detoksifikasyon mekanizmalarini

tetikledigi ve biyotransformasyon yoluyla detoksifikasyona ugramakta oldugu
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savunulmugstur. Detoksifikasyon enzimleri tiretmek i¢in yliksek enerji gerekir ve bu
stirecte 1s1 soku proteinleri rol oynar. Selenyumun G. mellonella’da oksidatif stres
parametrelerini, enerji rezervlerini ve toplam hemosit sayisin1 degistirdigini gosteren
calismada bu degisikliklerin, selenyum kaynakli oksidatif strese karsi1 fizyolojik bir
adaptasyon olabilecegi ve E vitamininin selenyum toksisitesinde koruyucu bir rol
oynayabilecegi  diigiiniilmistir [98]. Lipid peroksidasyonunun  zincirleme
reaksiyonlar1 ile birtakim enzimlerin yapisina giren organik molekillerin hasar
gordigiint bilinmektedir [30]. Kayis ve Altun (2019) Tiyametoksam (TMX) verilen
G. mellonella larvalarinin tiim TMX dozlar1 (10 pg harig) i¢in lipid ve karbonhidratta
doza bagli azalmaya neden oldugu ve bu durumun azalmis lipid ve karbonhidrat
seviyeleri detoksifikasyon enzimlerinin sentezi ile ilgili olabilir veya ROT tarafindan
lipid ve karbonhidrat hasar1 meydana geldigini disiindiirmiislerdir [84]. Benzer
sekilde Piretrumun neden oldugu stres altinda Corcyra Cephalonica (St.)’in gelisimi
sirasinda  karbonhidrat, protein ve lipid diizeylerinin seviyesinin distigl
gozlemlenmistir [99]. Bu duruma dair bulgular caligmamizin sonuglarin1 da
desteklemektedir.

Bocekler dogal bagisiklik sistemine sahiptir ve edinilmis bagisiklik
sisteminden yoksundurlar. Herhangi bir enfeksiyon ya da kimyasal ajan ile
karsilastiklarinda viicutlarinda iki tip savunma sistemi harekete gegmektedir. Bunlar
hizli bir sekilde etki ederler. Hiicresel ve humoral yanitlar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Humoral savunma yaniti melanizasyon ve pihtilasmay1 icermektedir
[100]. Farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin toplam hemosit
sayisina etkilerinin arastirilldigi calismamizda toplam hemosit sayist denenen
konsantrasyonlarda (0.01, 0.10, 0.25 pg) kontrol ile karsilastirildiginda artmistir fakat
yuksek konsantrasyonlarda (0.50, 1.00 pg) kontrole gore 6nemli Olcide azalma
goriilmiistiir. Toplam hemosit sayilarinda ortaya ¢ikardigi degisimler maddenin
endokrin sisteme etkisi sonucu olabilecegi gibi hiicre 6liimii ile sonuglanan otofajik ve
apoptotik yollarin tetiklenmesi sonucu da olabilir. Azadirachtinin en yaygin ticari
formulasyonu olan Neem Azal topikal aplikasyon yontemiyle G. mellonella’ya tatbik
edilerek maddenin hiicresel bagisikliga etkilerinin ilk kez ortaya konuldugu bir

calismada azadirachtin uygulamasinda, dolasimdaki toplam hemosit sayilar1 kontrol

94



5. TARTISMA Emel ALP

gruplara gore keskin bir diislis gOstermis ancak farkli tipteki hemosit sayilari
Uzerindeki etki toplam hemosit sayilarina nazaran daha az oranda gergeklestigi
goriilmistiir [101]. Sak 2004, Cypermethrin’in Pimpla turionellae’nin hemositlerine
olan etkilerini arastirmis ve son evre larvalara 20, 50, 100 ve 150 ppm doz degerlerini
uygulamigtir. Cypermethrin uygulamasina bagli olarak, doz artisiyla beraber,
hemositlerde mitotik aktivitede azalma ve apoptotik hemosit sayilarinda kontrole gore
biiyiikk artis meydana gelmistir [102]. Piriproksifen’in G. mellonella'nin son instar
larvalarina topikal olarak uygulandigi benzer bir g¢alismada hemosit sayisinin
azaldigin1 belirtmislerdir. Hemositlerin hem bagisiklik hem de endokrin sistemlerinin
birbirine bagli oldugunu ve bagisiklik sinyaline aracilik edebilecegini bildirmislerdir.
Piriproksifen’in endokrin bezleri tizerindeki toksik etkisi ve ayrica toksik etkinin
hemositlerin plazma zarmmin tahrip olmasi nekrotik sonuglara neden oldugunu
kaydetmislerdir [56]. Yuksek deltamethrin konsantrasyonlarina maruz kalan G.
mellonella’nin toplam hemosit sayisindaki diisiis, endokrin bezlerin inhibisyonu ve
nodiil olusumu ile iliskilendirlmistir [103]. Insektisitlerde yapilan ¢alismalarin yaninda
agir metallerle yapilan ¢aligsmalara bakildiginda Zn ve Cu’ 1n tek basina ve karigim
halinde G. mellonella larvalarinin total hemosit sayisinda azalma meydana geldigi
tespit edilmistir. Toplam hemosit sayisindaki bu azalmanin sebebi agir metallerden
etkilenerek degisiklik gosterdigi savunulmustur [100].

Farkli Sulfoxaflor konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin hemositlerinde
mikroniikleus  olusumuna  etkilerini  arastirdigimiz ~ ¢alismamizda  diisiik
konsantrasyonlarda degisim olmadig1 fakat yiiksek konsantrasyonlar olan 0.50 ve 1.00
ug iceren besinle beslenen boceklerde kontrole kiyasla artisin 6nemli miktarlarda
oldugu gorilmistir. Bu durumda G. mellonella larvalarinda, ylksek dozlar
genotoksik etki gosterirken diisiik dozlarin genotoksik etki olmadigi diisiiniilebilir.
Deltamethrin’nin G. mellonella larvalari tizerinde 6zellikle yliksek konsatrasyonlarda
mikronukleuslu hicre sayilar1 deltametrine maruz kalma siiresine bagli olarak énemli
derecede artis gostermistir. Bu durum deltametrinin G. mellonella hemositlerinde
meydana gelen mikroniikleus olusumunu indiikledigini ve genotoksik etkisini agik¢a
gostermektedir [103]. Benzer olarak tiyametoksam G. mellonella larvalarinda MN

sayisi, TMX ile yapilan uygulamadan sonra kontrol ile karsilastirildiginda nemli
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Olgiide arttigit bunun da G. mellonella'da genotoksisiteye neden oldugunu
belirtmislerdir [84]. Cypermethrin’in Odontophrynus americanus larvalarinin
eritrositleri Uzerinde yapilan MN testi sonucu MN olusumunun nispeten diisiik
olmasina ragmen (1-3 MN / 1000 hiicre), kontrole gore arttig1 bu durumun apoptotik
hiicrelerdeki artisin MN'nin artig1 ile pozitif korelasyonlu oldugunu, elde edilen
sonuglarin genotoksik oldugunu bildirmislerdir [104]. Trifluralin, Treflan ve Etil
Metan Siilfonatin Oreochromis niloticus’ta olusturdugu genotoksik hasar iizerine
Askorbik asitin antigenotoksik etkisinin arastirildigi ¢alismada trifluralin, treflan ve
etil metan sililfonat uygulamalarinin balik eritrositlerinde genotoksik hasari
yiikselttigini gostermistir Askorbik asitin ise herbisitlerin olusturdugu genotoksik
hasar1 diizenleyici etkisi ortaya c¢ikarilmigtir [105]. Asetamiprid neonikotinoid
grubunun bir Gyesidir béceklerde nikotinik reseptorleri icin secici agonistler olarak
gorev yapmaktadir. Asetamiprid’in insan CaCo-2 hiicrelerinde asetamipridin’in
muamelesi sonucunda Onemli Ol¢iide sitokinlerde MN olusumlari goriilmiistir.
Calismada asetamipridin, in vitro sitotoksisitesini ve genotoksisitesinin varligin
acike¢a gostermistir. Asetamipridin ¢ift veya tek iplik¢ikli DNA ile etkilesimli olmayan
bir sekilde etkilesime girmis olabilecegini ayrica DNA hasar1 olusumu bu tiir bilesikler
tarafindan ROT iiretilmesine bagli oldugu belirtilmistir [106]. Insan lenfosit
hucrelerine Klorda’nin farkli dozlarda yapilan uygulamalari sonucu doz artigina bagli
olarak MN frekansinin arttig1 ve bu bocek ilacinin insanlarda genotoksik etkili oldugu
belirlenmistir [107]. Goriildigi lizere omurgalilar ile yapilan ¢aligmalarda
sonuc¢larimizi desteklemektedir.

Sulfoxaflorun  G. mellonella  larvalart  ilizerinde denenen tiim
konsantrasyonlarinda comet analizi sonucu DNA hasar1 olusturdugu ve bu durumun
sebebi cometin kuyruk uzunlugundan kaynaklandigi anlasilmaktadir. Diisiik
konsantrasyonlar (0.01, 0.10, 0.25 pg) kontrol ile Kkarsilastirildiginda kuyruk
uzunlugunda artis goriilse de istatistiki fark goriilmemistir. Kuyruk uzunlugunun en
fazla oldugu durum konsantrasyon 0.50 pg’da ortaya ¢ikmistir.1.00 pg’da ise kontrole
ve diisiik konsantrasyonlara kiyasla kuyruk uzunlugu artmis fakat 0.50 pg a kiyasla
diisiik kalmistir. Bu sonuglar MN olusumunun meydana geldigi konsantrasyonlarla

karsilagtirildiginda yiiksek konsantrasyonlarda hem MN olustugu hem de comet
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kuyruk uzunlugu tespit edilmistir. Bu durumun yiiksek konsantrasyonlar igin
Sulfoxaflor’un genotoksik oldugu sonucuna varabiliriz. Sonuglarimizla benzerlik
gosteren bir ¢alismada azadirachtin’in subletal dozlarda bile G. mellonella larval
genomunda Onemli oranda hasara neden oldugunu ve larval hemositlerinde
azadirachtin’in genotoksisitesinin in vivo degerlendirilmesinde comet analizinin
kullanigh oldugunu gostermistir. G. mellonella larvalari tlizerindeki genotoksisitesi,
otofajik veya apoptotik olusumun indiiksiyonu ile agiklanmistir [39]. G. mellonella
larvalarinda juglonun neden oldugu oksidatif ve genotoksik stres degisikliklerini
arastirmay1 amaglayan bir ¢alismada bocek hemositlerinin genomunda énemli DNA
ve kromozom hasari meydana gelmistir. Larvalarin DNA'sinda hasar artis1 juglona
bagimli oksidatif stresin meydana geldigini gostermistir [51].

Organofosforlu insektisitlerden kloropirifos ve asefatin fare l6kositlerinde doz
artigina bagl olarak comet analizi sonucu kuyruk uzunlugunun artmasi DNA'ya zarar
verme yetenegine sahip oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. DNA par¢alanmasinda DNA
bazlarmin alkilasyonu dogrudan veya dolayli olarak protein alkilasyonu yoluyla
olustugu vurgulanmistir [49]. Cypermethrinin albino farelerinde doza bagimli olarak
degerlendirilen tiim organlarda DNA hasarinda artis gdzlenmistir. Bu durum ROT'un
tek zincirde kiriklara yol acabilecek DNA hasarma neden olabilecegi sonucuna
varmuslardir [108].

Calismamizda Sulfoxaflor’un denenen diisiik konsantrasyonlart (0.01 ve
0.10ug) kontrol ile karsilastirildiginda G. mellonella erginlerinin biraktiklari toplam
yumurta sayisinda azalmalar oldugu goriilmistiir. En yiiksek diisiis 0.50 pg da
goriilmistiir. Sulfoxaflor’un denenen en yiiksek konsantrasyonunda (1.00 pg) ise 0.10
ve 0.25 g a kiyasla birakilan yumurta sayis1 diigmiis fakat bu diisiisiin 0.50 pg ile
karsilastirildiginda daha az oldugu goriilmistir. Sulfoxaflor’un denenen tiim
konsantrasyonlarinda kontrole gore agilan yumurta sayisinda 6nemli bir azalma
oldugu gorilmistir. G. mellonella ile yaptigimiz ¢aligmada yumurta agiliminin
konsantrasyon artigina bagl olarak azalmasi, sulfoxaflor’un yumurtanin embriyonik
gelisiminde daha ¢ok etkili olmasini neden olarak gdsterebiliriz. Sulfoxaflor’un toksik
ozelligi ile larvalarin beslenmesini engelleyerek besin alma davranisini doza bagl

olarak azaltmasi yetersiz beslenme nedeniyle embriyonik gelisiminin uzamasina
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neden olmus olabilir. Daha 6nemli bir sebep olarak Juvenil hormonunu gosterebiliriz.
Juvenil hormonunun ergin evredeki disilerin yumurtlamasi1 iizerine etkileri
bilinmektedir. G. mellonella erginlerinin saglhikli yumurtalarinin  azalmasi
sulfoxaflor’un sinir ve endokrin sisteme etki ederek carpus allotumdan salinan juvenil
hormonunun sentezini engellemesiyle tireme dokularin1 dogrudan etkilemis olabilir.
Sonug olarak bocekde ovaryumlardaki yumurta verimini jivenil hormon ve ovaryum
ekdisteroidlerinin seviyesini degistirmek suretiyle etkiledigi ileri siirtilebilir.
Sonuglarimiza benzer olarak Sulfoxoflor’a maruz kalan Bemisia tabaci ve
Trialeurodes vaporariorum'un ergin evresindeki olumsuz etkisi sonucunda
yumurtlama aktivitesinde azalma meydana gelmistir [5]. Azadirachtin ’e maruz kalan
Tetranychus cinnabarinus’un ergin bireylerinin biraktiklari toplam yumurta sayisinin
kontrole gore azaldig1 gortilmistiir [109]. Pimpla turionellae erginleriyle Azadirachta
indica ekstraktinin yumurta verimi, yumurta a¢ilimi ve yasam siiresi iizerine etkilerine
bakildiginda konsantrasyon artik¢a yasam siiresi, yumurta verimi ve yumurta
acilimininin 6nemli seviyede azaldigi gézlenmistir [110]. Bu durum neticesinde
subletal dozda kullanilan insektisitlerin boceklerde 6liim oranini, lireme yetenegini ve
yeni jenerasyon bireylerinin genetik yapisini degistirerek, onlarin yumurta
birakmalarini ve yumurta agilim oranlar1 (zerinde de etki gosterdigi belirtilmistir
[110]. Calismamizin aksine pestisitlerin yiiksek uygulanan dozlari canlilar iizerinde
olumsuz etki yaparken sublethal dozlar ise bazi biyolojik parametreler iizerinde
olumlu etki yapabilmektedir. Buna ornek olarak birgok zararliya karsi kullanilan
imidacloprid etken maddesinin sublethal dozlarinin akar Panonychus ulmi ve
predatori Neoseiulus californicus'un yumurtlama siirelerini uzattigi ve disi basina
birakilan yumurta sayilarini arttirdigi belirtilmistir [111]. Calismamizin aksine baska
bir ¢aligmada ise deltamethrin, sipermethrin, imidakloprid ve thiacloprid
insektisitlerinin tarla uygulama dozu (T) ve tarla uygulama dozunun yaris1 (T/2)'nin
uygulandig1 Tetranychus urticae erginlerinde thiacloprid ve cypermethrin‘in her iki
dozunun da T. urticae’nin yumurta verimine bir etkisi olmamistir. Buna karsin
imidacloprid ve deltamethrin’in T dozlarimnin T. urticae’nin yumurta verimine bir
etkisi olmazken, imidacloprid T/2 dozu disi basina ortalama yumurta veriminde artisa

neden olmustur. Deltamethrin’in T/2 dozu ise yumurta veriminde azalmaya neden
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olmustur. Insektisitlerin bocek biinyesine alindiginda enzimler yoluyla inaktive edilip
stres faktorlerine bagli olarak bdcek ve akarlarda yumurta verimini artirabilecegi
diistintilmustiir [106].

Sulfoxaflor ile beslenen G. mellonella larvalarindan yedinci evreye ulasan
larva gelisim siirelerine bakildiginda gruplar arasinda (sadece 0.10, 0.25 ve 0.50 ug
arasinda anlamli fark yoktur) farkin anlamli oldugu ve sulfoxaflor uygulamasina bagl
olarak, larval gelisim siiresinin, kontrol grubuna kiyasla uzadig1 goriilmiistiir. Juvenil
hormonunun larval dénemde gelisimin devamliligini sagladigi gozoniine alindiginda
Sulfoxaflor’un juvenil hormonunu etkileyerek larvalarin pupa evresine geg¢mesini
engelledigi ve larval donemde daha uzun siire kalmalarima neden oldugunu
diisiindiirmektedir. G. mellonella’ nin Vinclozolin uygulanan bireylerinde artan
konsantrasyonla birlikte erginlesme siiresinin uzadigi, erginlesme yiizdesinin ise
azaldig: ortaya ¢ikmistir. Canlilar stres kosullarina girince, muicadele edebilmek igin
enerjiye ihtiyag¢ duyarlar. Yapilan ¢alismada vinclozolinin doz artisina bagli olarak
gelisimin gecikmesi, aliman kimyasalin viicuttan atilmasi i¢in G. mellonella nin
karbonhidrat ve yaglar1 kullanmasindan dolay1 enerji depolarinda bir azalmanin
meydana gelmis olabilecegi seklinde acgiklanmistir [48]. Cypermethrin’nin farkl
dozlarinin verildigi G. mellonella larvalarinin larval gelisiminin ve puplagma siiresinin
geciktigi, puplagma yiizdesinin azaldigi ve Olim oranmn arttigi gorilmistiir.
Cypermehtrinin sublethal konsantrasyonunun G. mellonella larvalarinin gelisiminin
uzamasina sebep olarak puplasma siliresini uzatmasi, puplasma yiizdesini diisiirmesi,
bu insektisitin G. mellonella tizerinde toksik etkilerinin oldugunu ve bu etkinin doza
bagli olarak degisiklik gosterdigini agik¢a gostermektedir. [112].

Benzer olarak Apis mellifera pestisit iceren kulucka taraklarinda
yetistirilmistir. Arilarda 6zellikle is¢i armmin erken sathalarinda gecikmeli gelisme
gozlenmistir. Kontamine kulugka taraklarinda pestisit kalintilarina maruz kalan
arilarda yetiskinlerin 6mrii 4 giin azalmigtir. Gecikmis larva ve ergin gelisimi erigskin
Omriiniin kisalmasi, kuluckada arti, yiyecek arama etkinliginin azalmasi dahil
oliimciil etkiler ortaya ¢ikmistir. Tersine, pestisit kalintilar1 olustugunda ¢oklu kulugka
dongiilerinden sonra tedavi taraginda yetistirilen arilardaki hayatta kalma orani

artmustir [113]. Baska bir ¢alismada ise zararli boceklerle miicadele i¢in besinlere
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eklenen borik asit ve sodyum tetraborat’in gelismeyi geciktirdigi, yumurta verimini ve
acilimini azalttig1, larva ve pup bireylerinin gelisimini tamamlamadan 6lmesine neden
oldugu belirlenmistir [112]. Gortildiigii tizere hem G. mellonella hem de diger canlilar
ile yapilan ¢alismalarin sonuglar1 calismamizla 6rtiismektedir.

Sunulan ¢alismada Sulfoxaflor eklenen besin ile beslenen G. mellonella
larvalarindan elde edilen pupal gelisim siirelerine bakildiginda gruplar arasinda farkin
anlamli olmadig1 fakat kontrol ile karsilastirildiginda pup olma siiresinin uzadigi
goriilmiistiir. Juvenil hormonun deri degistirmeyi sagladig1 ve ekdizon hormonunun
ise metamorfoz sirasinda evreden evreye gegisi kontrol ettigi bilinmektedir. Gelisim
donemlerinde bu tarz etkilerin gorulmesi bdcegin gelisiminde 6énemli rol oynayan
juvenil hormonunda gergeklesen degisimlerden ve ekdizon hormonunun baskilanmasi
sonucu metamorfozun engellendigi diisiiniilebilir. Bununla birlikte canlilar oksidatif
stres durumunda mucadele edebilmek igin enerji rezervlerini kulanirlar. Bu sebeple G.
mellonella’nin da bu stres durumundan kurtulabilmek i¢in enerji harcamalari pupanin
gelisimini uzatarak puplagma siiresini geciktirmis olabilir. Normalde bdcegimizin
yumurta tretmek igin kullandigi enerjiyi larva ve pup donemlerini uzatmak icin
kullandiklarimi1 yani gelismeyi ve daha uzun siire yasamay1 liremelerinin azalmasi
pahasina tercih ettiklerini varsayabiliriz. Calismamizin sonuglariyla paralelik gdsteren
bir c¢alismada, G. mellonella’nin son evre larvalarina farkli azadirachtin
konsantrasyonlarimin (1, 5,10, 50, 100, 500, 1000, 3000 ve 10000 ppm) uygulanmasi,
bireylerin puplasma siresinde kontrole gére artmaya neden olmustur. Ardindan yine
farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50 ve 100 ppm) azadirachtin uygulanan son evre
larvalarin pup olusturma siireleri kontrol gruplarina goére Onemli oranlarda artis
gostermigtir [101].

Calismamizin G. mellonella puplarindan ergin olma siiresi iizerine yapilan
istatistiksel analiz sonucunda; gruplar arasinda farkin anlamli olmadig1 anlasilmistir.
Kontrol ile 0.01 pg karsilastirildiginda énemli bir fark oldugu ve kontrol ile diger
gruplar arasinda ergin olma siiresi uzadig: fakat istatistiksel anlamda fark olmadig:
goriilmistiir. Sulfoxaflor’un ergin olma siiresini diisiik dozlarda etkileyip uygulanan

daha yiiksek dozlarda anlamli etkilememesi maddenin hormesis etkisinin bir
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gostergesi olabilir. Literatiirde, ¢esitli insektisit ve toksik maddelere maruz kalan farkli
bocek tiirlerinde hormesis etkisinin tespit edildigi ¢alismalar mevcuttur [101].

Sulfoxaflor’un eklendigi besin ile beslenen G. mellonella larvalarinin pup olma
oranlaria bakildiginda kontrol ile 0.01, 0.10, 0.25 pg konsantrasyonlari arasinda bir
fark olmadigi gorilmistir. 0.50 ve 1.00 pg arasinda ve kontrolle aralarinda
karsilastirildiginda anlamli bir fark oldugu belirtilmistir. Pup olma oraninin 0.50 pg da
en disik seviyeyi buldugu gorilmiistir. Sulfoxaflor’un denenen tiim
konsantrasyonlarinda G. mellonella larvalarinin erginlesme oranina etkisi olmadigi
ortaya ¢ikmigtir. Kontrol ile konsantrasyonlar arasinda bir fark olmadigi ve ayni
zamanda konsantrasyonlarinda kendi aralarinda bir fark olmadigi gorilmustiir.
Calismamizda puptan ergin evreye gegis siiresinin Sulfoxaflor konsantrasyonlarindan
anlamli olarak etkilenmemesini bdcegin pupal evrede iken viicuda alinmis
kimyasallar1 atabilmesinden ve bir sonraki evreye gecisi etkilememesinden
kaynaklandigini diisiinebiliriz.

G. mellonella’nin disi ve erkek bireylerin dmiir uzunluklarina bakildiginda
erkeklerin kontrol grubuna kiyasla biitiin konsantrasyonlarda omiir uzunlugunun
azaldigr ve 0.01, 0.10, 0.25 pg arasinda istatistiki fark goriilmemistir. Yiiksek
konsantrasyonlarda diisiis artmistir. Disi bireylere bakildiginda kontrole kiyasla biitiin
konsantrasyonlarda 6miir uzunlugu azalmig goriinse de 0.01, 0.10, 0.25 pg ile kontrol
arasinda istatistiki fark goriilmemistir. Bununla birlikte yuksek konsantrasyonlarda
diistis artmistir. Erkek ve disi bireyler karsilastirildiginda erkek bireylerin daha fazla
yasadig1 goriilmiistiir. Bireyde meydana gelen oksidatif stres 6miir uzunlugu tizerinde
kisitlayict bir faktor ortaya ¢ikarmis olabilir. Calismamiz sulfaxoflor’un olusturdugu
stresten dolay1 omiir uzunlugunu kisalttigr ve bunun sebebi olarak G. mellonella’nin
da stres durumundan kurtulabilmek igin enerji rezervlerini tiiketmelerinden
kaynaklandig1 diisiiniilebilir.

Calismamizi destekleyen bir arastirmada Sulfoxaflor’a maruz kalan Bombus
terrestris larvalarindan, ortaya ¢ikan erkek ve kralice arilarin, maruz kalmayan arilara
kiyasla sagliksiz oldugu ve kralige ar1 larvalarinin ergin déneme doniismesinin daha
uzun siirdligii ortaya ¢ikmistir. Buna ek olarak ozellikle kralice ar1 larvalarinin

sulfoxaflor maruziyetine karsi is¢i ve erkek ar1 larvalarindan daha hassas oldugu ve
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6liim oranlarmin yiiksek oldugu tespit edilmistir [114]. Yakin zamanda tescil edilmis
iki etken maddesi sulfoxaflor ve Flupiradifuron insektisitlerine maruz kalan bal
arillarinda oksidatif stresi arttig1 ve sulfoxaflor’a maruz kalan bal arilarinin ¢ogunun
alt1 saat icinde Oldiigii, bu da sulfoxaflor’un arilar iizerindeki ciddi toksisitesini
gostermektedir [111]. Sulfoxaflor konsantrasyonlarina (15 pug / ml'den baslayarak 5 ve
1.00 pg / ml'ye kadar) 15 giin boyunca oral yoldan maruz kalan yaban aris1t Bombus
terrestris ‘in hayatta kalma siiresini kisalttig1 ve diger canlilar {izerinde potansiyel
davraniglar1 etkiledigi tespit edilmistir [115]. Yaprak daldirma yodntemiyle
Sulfoxaflor’un 0.059 mg / litre LC50 ile M. persicae'ye kars1 yiiksek toksisiteye sahip
oldugu belirlenmistir. M. persicae neslinin sublethal dozlardaki Sulfoxaflor'a maruz
birakilmasi, ilk neslinde gelisim siiresinin uzamasina neden olmustur [115]. G.
mellonella larvalar1 antihelmintik antibiyotik olan niklozamidin bocegin yasama,
gelisme, ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi, ac¢ilma orani gibi
biyolojik oOzellikleri iizerine etkisi laboratuvar sartlarinda incelenmistir. Kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda denenen tiim konsantrasyonlarin yagama oranini azalttigi,
pup olma oranini ve ergin olma oranin1 da dnemli oranda azaltmistir. Denenen en
yuksek konsantrasyonu erkek omiir uzunlugunu uzatirken, disi Omiir uzunlugunu ise
etkilememistir [32].

Thiacloprid, neonikotinoid bilesenler sinifina ait diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan bir pestisittir. Thiacloprid etken maddeli insektisitin Apis mellifera
anatoliaca ve Apis mellifera causica doz ile yasam siiresi arasindaki iligki oldukca
yuksek bulunmustur. Uygulanan doz arttik¢a yasam siiresinde azalma goriilmiistiir.
Kontrol grubu arilar pestisit piiskiirtillen arilara gore daha fazla yasamiglardir [117].
Klorda’nin Drosophila melanogaster’in @ ve & bireylerinin émiir uzunlugu iizerine
etkileri in vivo olarak c¢alisilmistir. Yapilan uygulamalarda erkek ve disi bireylerde
Oomiir uzunlugunun 6nemli derecede kisaldig1 gozlenmistir ve artan klordan’in artan
dozuna bagl olarak her iki popiilasyonda maksimum Omiir uzunlugunun geriledigi
ortaya c¢ikarilmigtir [107]. Bu sonuglar insektisitlerin dmiir uzunlugu tizerine olumsuz
etkisi oldugunu gostermektedir ve bu durum c¢alismamizi desteklemektedir. Benzer
olarak D. melanogaster’in omiir uzunlugu tiizerine neonikotinoid insektisitlerden

Imidakloprid ve Asetamiprid’ in toksik etkileri arastirilmistir. Her iki insektisitin dort
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farkli konsantrasyonlar1 besine ilave edilmistir. D. melanogaster’in erkek ve disi
bireyleri imidakloprid ve Asetamiprid insektisitlerine maruz birakilmistir. Hem disi
hem de erkek popiilasyonlarinda insektisitlerin artan konsantrasyonuna bagli olarak
Omiir uzunlugunun kisaldigir gézlenmistir. Bununla birlikte, insektisitler geri dontist
olmayan bir sekilde asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmektedir. Organizmalarda
asetilkolinesterazin inhibisyonu sinir sisteminin asirt uyarilmasina neden olur ve
solunum aktivitesinin durmasi ve sonunda 6liime yol agmaktadir. Bulgulara gore, IMI
ve ACE’nin, ¢ok diisiikk dozlari, D. melanogaster disi ve erkek popiilasyonlarinda
yasam siiresini kisalttigr uzun omiirliiliik ve tim yagsam aktivitelerinin azaltilmasi,
gelisim Ozellikleri ve yumurta iiretimini olumsuz etkiledigi bildirilmistir [118].
Calismamizda elde edilen bulgulardan yola ¢ikarak Sulfoxaflor’un G.
mellonella’nin gelisimini ve biyoparametrelerini olumsuz etkiledigi ortaya ¢gikmuistir.
Netice olarak hedef olmayan canlilarinda bu insektisitten olumsuz etkilenecegini ve

bu sebeple bilingli kullanilmas1 gerektigi bilinmelidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sulfoxaflor’ un G. mellonella’nin gelisimine ve bazi biyokimyasal
parametrelerine etkisi arastirdigimiz ¢alismada parametreler olumsuz etkilenmistir.

Sulfaxoflor’un SOD, CAT, APX, GST ve PO aktivitesini degistirerek
hlcrelerde peroksidasyona yol acarak toksik olarak etkiledigi diisiiniilebilir.

Calismamizda gbéze c¢arpan sonuglardan biri canlinin yumurta verimi ve
acilimini diislirmesi, larvanin gelisim siliresini uzatmasi olmustur. Elde ettigimiz
bulgularin 1s18inda, soyle bir goriis ortaya atabiliriz; kullandigimiz insektisitin G.
mellonella’nin en ¢ok zarar verdigi larva evresinde daha uzun slre kalmasina yol
acarak zararl tiirlerin dogada larva gelisimlerini uzatmasi ekonomik kaybi artiracagini
bu nedenle, bocek ilaci kullanirken / ¢aligirken gerekli 6nlemlerin alinmasi gerektigini
Oneriyoruz. Ayrica G. mellonella’ nin biiyiime ve gelismesiyle ilgili Sulfoxaflor
kaynakli hormon degisimlerini agiklamak i¢in tireme ile iliskili hormon seviyelerinde
daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir. Ayn1 zamanda ekonomik olarak zarara sebep olan
boceklerin yumurta sayisinin azalmasi boceklerin kontroliinde 6nemlidir.

G.mellonella larvalarinin hemolenfinde toplam hemosit sayilarinda meydana
gelen azalmalar c¢evre kirliligi diizeylerini ekolojik olarak degerlendirmede
kullanilabilirligini ve bagska tiirler lizerinde de yapilacak immiinolojik ¢aligmalara yol
gosterebilecegini ortaya koymaktadir.

Calismamizda comet analizi ve MN testi yapilmis olup yiiksek
konsantrasyonlarda DNA hasar1 oldugu sonucuna varilmigtir. MN testinin maliyetinin
diigiik ve pratik olmasi agisindan diger metodlara gére genotoksisite arastirmalarinda
sikca tercih edilen bir metod olabilecegi sdylenebilir. Comet analizinin insektisitlerin
neden oldugu genotoksisitenin saptanmasi i¢in hassas bir tahlil oldugu sonucuna
varilabilir.  Yapilan comet analiziyle G. mellonella’nin bu c¢alisma igin
uygulanabilirligi gosterilmistir.

G. mellonella’nin model organizma olmasi sulfoxaflor’un omurgali canlilar
tizerinde de benzer etkiler gostermesi agisindan calismamizin 6nemli oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica G. mellonella’nin hedef olmayan canlilar i¢in kirleticilerin

etkilerini gdstermek amaciyla biyoindikator olarak kullanilabilir.
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