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Galleria mellonella L., pyriproxyfen ve Bacillus thuringiensis’ nin LDsg
degerlerinin tek basina ve karigim halinde 24,48 ve 72 saatlik etkileri sonucunda, 5.
evre larvalarin hemolenf, orta barsak ve yag dokusunda malondialdehid (MDA)
miktar1, katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon-s-transferaz (GST), asetilkolinesteraz (AChE), sitokrom P450 (Cyt P450)
aktiviteleri ile, total ve diferansiyel hemosit sayilari Uzerine etkileri incelenmistir.
Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’in etkisinde, larvalarin hemolenf, orta barsak ve yag
dokusunda antioksidan ve detoksifikasyon enzim aktiviteleri ile MDA seviyesinde
uygulama suresine ve doku farkliliklarina bagli olarak degisimler belirlenmistir.
Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in uygulanmasi sonucunda total hemosit sayisinda,
uygulamadan 24 saat sonra azalma, 48 ve 72 saat sonra ise artis meydana gelmistir.
Diferansiyel hemosit sayis1 lzerine etkilerinde ise, prohemosit, plazmatosit, granilosit,
sferlilosit ve 6nositoid sayilarinda pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasina ve
uygulama zamamna bagl olarak degisiklikler meydana geldigi belirlenmistir. Bu
calisma ile, pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamalari sonucu, G. mellonella
larvalarinda biyokimyasal ve fizyolojik tepkilere yol agtigi ortaya konmustur. Ayrica,
larvanin hemosit sayilarinda da meydana gelen degisimler sonucunda bu insektisitlerin
immun savunma zerinde de etkili olabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:  Antioksidan Savunma, Bacillus thuringiensis,
Detoksifikasyon, Galleria mellonella, Immun savunma,
Pyriproxyfen
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ABSTRACT

PhD. THESIS

EFFECTS OF PYRIPROXYFEN AND Bacillus thuringiensis ON
OXIDATIVE STRESS LEVEL, ENZYMATIC ANTIOXIDANT DEFENCE
SYSTEM AND HEMOCYTE NUMBERS OF Galleria mellonella L.

Benay TUNCSOY

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUE OF NATURAL APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOLOGY

Supervisor  : Asst. Prof. Dr. Pinar OZALP
Year: 2017, Page: 165
Jury : Asst. Prof. Dr. Pinar OZALP
: Prof. Dr. iskender EMRE
: Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
: Prof. Dr. Bedii CICIK
: Prof. Dr. Ramazan BILGIN

Effects of LDs, values of pyriproxyfen and Bacillus thuringiensis applied
singly and in mixture on malondialdehyde (MDA) levels, catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx), glutathione-s-
transferase (GST), acetylcholinesterase (AChE), cytochrome P450 (Cyt P450)
enzyme activities in hemolymph, midgut and fat body and total and differential
hemocyte counts of fifth instar larvae of Galleria mellonella at 24, 48 and 72 hours
were investigated. Effects of these insecticides on antioxidant and detoxification
enzyme activities were changed depends on exposure time and differences of
tissues. Exposure to pyriproxyfen and B. thuringiensis decreased total hemocyte
counts at 24 hours whereas increased at 48 and 72 hours. Differential hemocyte
counts which are prohemocytes, plasmotocytes, granulocytes, spherulocytes,
eunocytoids were changed depends on exposure time and exposed to pyriproxyfen
and B. thuringiensis. The results of present study revealed that pyriproxyfen and B.
thuringiensis can result reactions of biochemical and physiological of G.
mellonella. Also, it was determined that pyriproxyfen and B. thuringiensis effected
immune defense system of larvae by the alterations in hemocyte numbers.

Keywords: Antioxidant Defense, Bacillus thuringiensis, Detoxification,
Galleria mellonella, Immune Defense, Pyriproxyfen



GENISLETILMIS OZET

Tarimsal alanlarda en dnemli zarar1 olusturan Lepidoptera ordosuna ait
turlerle miicadelede, kimyasal insektisitler yerine son yillarda siklikla biyolojik ve
hedef tlire 6zgu insektisitlerin kullaniminda artis gozlenmektedir. Bocek tiirleri
Uzerinde etkin ve cevreye duyarli bu insektisitlerin kullaniminin gelistirilebilmesi
ve yarar saglayabilmesi icin zararl trleri Gzerinde fizyolojik ve imminolojik
etkilerinin bilinmesi gerekmektedir.

G. mellonella L.” nin 5. evre larvalarina, pyriproxyfen ve B.thuringiensis’
in tek baslarina ve birlikte kullanimi sonucunda hemolenf, orta barsak ve yag
dokusundaki antioksidan savunma sistemi, detoksifikasyon enzim aktivitesi ve
MDA miktar: ile total ve diferansiyel hemosit sayilari (zerine etkilerinin
incelendigi bu calismada, B. thuringiensis biyopreparatina karsi gelisen dirence
¢6zim yolunun bulunmasi, ayrica bu zararh tir ile miicadelede daha kisa surede
etki eden giivenilir metotlarin kullaniminin tespiti amaglanmistir.

Bu ama¢ kapsaminda, i) entegre miicadelede siklikla kullanilan
pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in G. mellonella larvalarinda etkili LDs,
degerlerinin tespiti, ii) belirlenen LDs, degerlerinin tek baslarina ve karisimlarinin,
boceklerde insektisitlere  karst  gelisen direncin  tespitinde  kullanilan
detoksifikasyon enzimlerinden GST, sitokrom P450 ve asetilkolinesteraz
enzimlerine ve iii) bocekler insektisitlere maruz birakildiginda viicutta olusan
serbest radikallerin yok edilmesinde gorevli antioksidan savunma enzimlerinden
SOD, CAT ve GPx lzerine ve MDA miktarina etkileri ile larvanin hemolenfinde
immun savunmada gorevli hemositler Uzerine etkileri tespit edilmistir.

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in G. mellonella larvalar1 icin 72 saatlik
etki siresinde LDs, degerleri sirasiyla 2385 pug ml™ ve 359 pg mi™ olarak
belirlenmistir. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ nin LDs, degerlerinin, SOD
aktivitesinde ise, hemolenfte tim uygulama gruplarinda (pyirproxyfen, B.

thuringienisis ve pyr+Bt), orta barsakta B. thuringiensis (Bt) uygulamas: yapilan
Il



grupta, yag dokuda sadece karisim uygulamas: (pyr+Bt) yapilan grupta artis
miktarlart dnemli bulunmustur.

Larvalarin hemolenfindeki CAT aktivitesinde, uygulamadan 48 ve 72 saat
sonra kontrol grubuna gore tim uygulama gruplarinda 6nemli bir artis
gozlenmistir. Orta barsakta, 48 saatlik etki suresinde kontrole goére artis
gozlenirken, 72. saatte azalma meydana geldigi belirlenmistir. Larvalarin yag
dokusundaki CAT aktivitesinde ise, 48. saatte kontrole gére insektisitlerin tek
basina uygulanmas: sonucu artis gozlenirken, karisim uygulamas: yapilan grupta
azalma tespit edilmistir. 72 saatlik etki siiresinde ise, kontrole gére tim uygulama
gruplarinda artis meydana gelmistir.

GPx aktivitesinde, uygulamadan 72 saat sonra karisim uygulamasi yapilan
grupta artis meydana gelirken, orta barsakta ayn: etki siiresinde B. thuringiensis ve
karisgitm uygulamasi yapilan gruplarda azalma belirlenmistir.

MDA seviyesinde, uygulamadan 72 saat sonra hemolenfte tim uygulama
gruplarinda, orta barsakta B. thuringiensis ve karisim uygulamas: yapilan gruplarda
artis gozlenmistir. Larvalarin yag dokusunda ise, uygulamadan 72 saat sonra tim
uygulama gruplarinda azalma meydana geldigi tespit edilmistir.

G. mellonella larvalarinda asetilkolinesteraz inhibisyonunun, sadece
hemolenfte 24 ve 72. saatlerde B. thuringiensis ve orta barsakta 48. saatte
pyriproxyfen uygulamas: yapilan gruplarda meydana geldigi tespit edilmistir. Yag
dokuda ise, 48. saatte pyriproxyfen ve karisim ile 72. saatte pyriproxyfen
uygulamasi yapilan gruplarda meydana geldigi belirlenmistir.

GST aktivitesinde, uygulamadan 72 saat sonra hemolenfte pyriproxyfen ve
B. thuringiensis uygulamas: sonucunda artis meydana gelirken, karisim
uygulamalarinda azalma meydana geldigi belirlenmistir. Orta barsakta, 24 saatlik
etki siiresinde B. thuringiensis uygulamas yapilan grupta, 48 saatlik etki siiresinde
ise tim uygulama gruplarinda GST aktivitesinde 6nemli bir artis meydana

gelmistir. Yag dokuda ise, 24 saatlik etki siiresinde B. thuringiensis uygulamasi
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yapilan grupta, 72 saatlik etki siresinde tum uygulama gruplarinda azalma
meydana gelmistir.

Sitokrom  P450 aktivitesinde ise, larvalarin hemolenfinde
uygulamadan 24 saat sonra pyriproxyfen uygulamasi sonucunda artis, B.
thuringiensis ve karisim uygulamas: sonucunda ise azalma meydana
gelmistir. Insektisitlerin 48 saatlik etki stirelerinde, pyriproxyfen uygulamas:
sonucunda sitokrom P450 aktivitesinde artis meydana gelirken, B.
thuringiensis uygulamasi sonucunda azalma meydana geldigi belirlenmistir.
Uygulamadan 72 saat sonra, hemolenfte pyriproxyfen uygulamasi
sonucunda artis meydana gelirken, B. thuringiensis ve Kkarisim
uygulamalarinda azalma tespit edilmistir. Larvalarin orta barsaginda, tim
uygulama gruplarinda sitokrom P450 aktivitelerinde artis meydana
gelmistir.

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek basina ve karistm halindeki
uygulamalarinda total hemosit sayisinda uygulamadan 24 saat sonra azalma, 48 ve
72 saat sonra ise artis meydana gelmistir. Diferansiyel hemosit sayisi Uzerine
etkilerinde ise, prohemosit, plazmatosit, granilosit, sferiilosit ve ©Onositoid
sayilarinda pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasina ve uygulama zamanina
bagli olarak artis ve azalmalar meydana geldigi belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, doku farkhliklarindan dolayr enzim aktiviteleri Uzerinde
etkileri farkli olsa da genel olarak karisgmin etkisinde antioksidan ve
detoksifikasyon enzimleri ile MDA seviyesinde artis meydana geldigi gérilmustdr.
Pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasinin hemosit sayilar1 (zerinde
etkilerinde ise, meydana gelen artis ve azalmalarin hemolenfte toksisiteye bagl
olarak olusan melanizasyon, enkapsulasyon ve fagositoz gibi savunma
mekanizmalarimin neden oldugu fikrini ortaya koymaktadir. Ayrica, boceklerdeki

endokrin hormonlarin da hemosit poputlasyonlarini ve bu hiicrelerin farklilasmasin
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diizenlemesinin, juvenil hormon analogu pyriproxyfenin larvalarin hemosit sayilar:
Uzerinde etkili olmasinin nedenini agikladig: diistintilmektedir.

Bu calismanin, G. mellonella ile miicadelede daha kisa strede ve guvenilir
sonuglarin elde edilmesine, B. thuringiensis biyopreparatina kars: ¢ikabilecek olasi
direng gelisimi ve ¢6zim yollarinin belirlenmesi konusunda zirai micadeleye ve

molekiler diizeydeki ¢alismalara yararh olacag: distinulmektedir.
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ederim. Yiksek lisans ve doktora 6grenimim boyunca destegini ve yardimlarin
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1. GIRIS Benay TUNCSOY

1. GIRIS

Aricilik, dinyada bilinen en eski tarimsal faaliyetlerden biridir. Ulkemiz
cografi yapis1 ve flora zenginligi agisindan buyik bir potansiyele sahip olmasina
ragmen, diinyada bal lretiminde 6n siralarda yer alamamaktadir. Bunun en énemli
nedeni, hastalik ve zararlilar hakkinda gerekli bilgiye sahip olunamamasi,
zamaninda ve dogru midahale yapilamamasidir (Oztiirk, 2001). Bu zararhlarin en
onemlilerinden biri Blyuk balmumu guvesi G. mellonella’dr.

G. mellonella, kovanlarda ve depolarda peteklere zarar verir. Hayat
déngusinii 6 haftada tamamlayan bu tlr, yumurtalarint kovanlarda arilarin
ulasamayacag: yerlere birakir, daha sonra yumurtadan cikan larvalar peteklerde
tineller agar, bal ve petekle beslenir. Erginleri ise, 6lmeden 6nce peteklere ag
oOrerek zarar verir (Ali ve ark, 1973). Saghkli ve gicli kolonilerde G. mellonella,
isci arillarinin zararhy: baskilamalari sonucu, aricilar tarafindan fark edilmezken,
cesitli nedenlerle ergin is¢i ar1 sayis1 azalmis zayif kolonilerde énemli ekonomik
kayiplara neden oldugu ve arilarin kovan terk ettigi tespit edilmistir (Sanford,
2003).

Ar1 kolonilerinde 1 gr balmumu Uretimi igin arilarin 8,5 gr bal tiiketmeleri
gerektigi gercegi disunuldiglnde, zararlimin aricilik sektériine verdigi ekonomik
kaybin 6nemi daha kolay anlasilabilir (Root, 1972). Bu zararlhiya kars: diinyada,
aricilar tarafindan kimyasal (aluminyum fosfit, metil bromid, etilendibromid,
paradiklorobenzen (Naftalin), kiikurt) ve fiziksel (soguk-sicak) uygulamalar

kullaniimaktadir (Kumova ve Korkmaz, 2002).
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Sekil 1.1. G. mellonella larvalar: ile bulasik bal petekleri (Garvey, 2014)

G. mellonella ile miicadelede kullanilan kimyasal insektisitlerin insan
saglhigina olumsuz etkileri, peteklerde ve cevrede bulunan arazilerde yetisen
trlinlerde kalinti birakmas: gibi sorunlardan dolayi, aricilari entegre miicadeleye
yoneltmistir. Entegre miicadelede amag, cevreye ve hedef olmayan canlilara zarar
vermeden, micadele yontemlerinin birbiriyle uyum icerisinde kullanilarak
uygulanmasidr.

Zararl bocek turleriyle micadelede, bitkisel kdkenli insektisitler, hormonlar
ve analoglarinin  kullanilmasinin - yani sira, predatér ve parazit bdcekler,
entomopatojenler ve bazi mikroorganizmalar da kullaniimaktadir. Bu miicadele
yontemlerinden en dénemlileri, bdcek blylme dizenleyicilerinin ve mikrobiyal
insektisitlerin kullanilmasidr.

Bocek buyime duzenleyicileri, zararli boceklerde gelisimi dizenleyen ve
zararhlarla entegre micadelede 6nemli rol oynayan bilesikler olup, juvenil hormon
analoglarini ve kitin sentez inhibitorlerini kapsamaktadir. Calismada kullandigimiz
juvenil hormon analogu olan pyriproxyfen, fizyolojik sureclerde juvenil hormon

gibi davranarak embriyogenez, metamorfoz ve ergin olusumunu engellemektedir
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(Ishaaya ve Horowitz, 1992). Arthropodalara karst muicadelede kullanilan
pyriproxyfen, piridin kdkenli bir insektisit olup, ilk olarak 1996 yilinda Amerika’da
pamuk tarlalarinda beyaz sineklerle miicadelede kullanilmastir.

Zararhlarla miicadele kapsaminda kullanilan bir diger yontem, patojenler ile
yapilan micadeledir. Patojenler, bocek hastalik etmenleri yani “Entomopatojen
Mikroorganizmalar” olarak adlandiriimakta ve bakteriler, funguslar, virsler,
protozoa ve nematodlar olarak gruplandiriimaktadir. Biyolojik micadelede en ¢ok,
bakteri ve virlsler 6n plana ¢ikmaktadir. Bu micadelede kullanilan mikrobiyal
insektisitlerin en Onemlisi, B. thuringiensis etkili biyopreparatlardir. Fakdltatif,
anaerob ve Gr (+) bir bakteri olan B. thuringiensis, ¢cogunlukla Lepidoptera ve
Diptera larvalarina kars: kullanilmaktadir (Martinez ve ark, 2004). B. thuringiensis
kurstaki 1rki, 6zellikle Lepidoptera zararlilarinda etkilidir. Bakteri, sporulasyonu
aninda bdcekler tarafindan yenildiginde toksik maddelere dénisen, protein yapida
kristaller olusturmaktadir. Bu kristaller, icerdikleri endotoksinler ile boceklerin
mide ceperini olusturan hucreleri tahrip ederek, sindirimi engellemektedir. Bu
toksinlerin her biri, farkl: bocek gruplarina 6zellesmis olup, yakin akraba canlilara
bile etki g6stermemektedir. Bu, gunimiizde gelisen tarimsal savasta son derece
onemli bir ozelliktir. Bunun yaninda dogadan elde edilmis olan bu bakterinin,

insanlara bir etkisinin olmamasi da 6nemli bir avantajdir.
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A Bacillus thuringiensis ile enfekte edilen larva

Sekil 1.2. B. thuringiensis ile enfeksiyon sonucunda G. mellonella larvasinda
patojenin etki sekli (A) B. thuringiensis sporlari ve parasporal kristalleri
iceren toksinler larva tarafindan sindirilir. Barsakta kristaller ¢dzinur ve
parcalanarak aktive edilen toksinler, barsagin i¢c membramna baglanir.
Barsagin, delinmesinden sonra, bakteri hicreleri Ureyecegi yer olan
hemolenfe giris saglamis olur. Ayrica bakteriler hemosole kdtikil
enfeksiyonu yoluyla da giris saglayabilir. (1) Kutikuladan enfeksiyon yoluyla
(2) Oral yolla enfeksiyon (Wojda, 2017)

1.1. Boceklerdeki Antioksidan Savunma Sistemleri ve Diren¢ Mekanizmalar
Endojen ve ekzojen kaynakl: etmenler reaktif oksijen ttrevlerinin olusumuna
neden olarak hiicresel hasara yol a¢maktadir. Organizmada serbest radikal ve
reaktif oksijen turevleri olusumunun ana kaynaklari ksenobiyotikler ve
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan Urtnlerdir. Bir¢ok maddenin
serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir. Serbest
radikaller, vicutta sirekli olarak olusturulan ve antioksidan savunma sistemi
tarafindan ortadan kaldirilan molekillerdir. Bu dengenin bozulmasi, serbest
radikallerin artmasina ve hiicre hasari olusturmalarina yol acar. Bu duruma
oksidatif stres denilmektedir (Cormick ve ark. 1999). Hedef organizmalarda,
normal metabolizma faaliyetlerinin disinda viicuda disaridan alinan kimyasallar
(pestisitler, agir metaller vb.), enfeksiyon etkeni mikroorganizmalar (bakteri,
parazit, virus vb.), radyasyon ve ¢evresel stres (su Kirliligi, mevsimsel farkliliklar

vb.) faktorleri viicutta serbest oksijen radikallerinin artmasina, dolayisiyla oksidatif
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strese neden olmaktadir. Bunun sonucunda, hiicrede DNA, protein, lipid,
karbonhidrat ve enzimler zarar gorebilir (Sies, 1985; 1991; 1997; Halliwell ve
Gutteridge, 1999; Sorg, 2004). Serbest oksijen tirevlerinin neden oldugu lipid
peroksidasyonu, protein, enzim ve DNA oksidasyonu ve glutatyon deplesyonu,
bocek dokularinda oksidatif dizeyde =zarara neden olur (Ahmad, 1995).
Boceklerde, reaktif oksijen tirevlerinin fazla tretilmesi, mideye alinan besinlerin
absorbsiyonuna zarar vermekte ve orta barsak hiicrelerinde de oksidatif zarara
neden olabilmektedir (Bi ve Felton, 1995).

Antioksidanlar, oksijeni ve gecis metal iyonlarini uzaklastirarak, reaktif
oksijen tlrlerini baskilayarak veya temizleyerek, baslamis olan zincir reaksiyonunu
kirarak etkili olurlar (Halliwell, 1997). Endojen kaynakl: antioksidanlar, enzimatik
ve non-enzimatik olarak siniflandiriimaktadir. Katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), superoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon-s-trasferaz (GST)
gibi antioksidan enzimlerle birlikte, askorbik asit (Vitamin C), A, E vitamini,
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi enzimatik olmayan antioksidanlar da reaktif
oksijen tlrevlerinin toksik etkisini yok etmektedir (Kale ve ark, 1999). Diger
yandan, lipid peroksidasyonu da oksidatif zararin ortaya konmasinda &nemli
faktorlerden biridir ve ksenobiyotiklerin toksisitesinde dnemli rol oynamaktadir
(Anane ve Creppy, 2001).

CAT, SOD’a benzer bir dismitasyon reaksiyon mekanizmasiyla, H,O,’ i O,
ve H,0O’ ya pargalayarak biyolojik sistemler igin zararli olan H,O,’ e kars1 koruma
saglar (Aebi, 1984; Lardinnois, 1995).

Ik olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD
enzimi, O, (superoksit radikali) radikalini katalitik olarak uzaklastiran ve lipid
peroksidasyonu inhibe eden bir metalloenzimdir. Bu enzim, O, radikalinin, H,O,
(hidrojen peroksit) ve O, ye dontsimuni Kkatalize eder (McCord ve
Fridovich,1969).

0, + 0, +2H" — H,0, + O,
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Normal metabolizma esnasinda hicreler tarafindan yiiksek oranda O,
radikali Gretilmesine ragmen intraseliler dizeyi SOD sayesinde dusik tutulur.
Yukaridaki denklemde goérildugi gibi bu reaksiyon sonucunda membranlar
gecemeyen O, radikali, membranlar: kolayca gegebilen H,0,e doniismektedir.
H,0, ise gecis metal iyonlarinin varhiginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile
son derece aktif olan OH" (hidroksit) radikaline dontismektedir (Gomes, 2012). Bu
nedenle SOD aktivitesindeki artisin olusturabilecegi asirt H,O, birikmesinin ancak
CAT ve GSH-Px enzimlerinin artan aktiviteleri ile kontrol altinda tutulabilecegi
ileri suriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Ozden, 2006).

GPx, omurgalilarda oksidatif strese kars: en etkili antioksidan olup H,O, ve
lipid peroksitlerin indirgenmesini (rediiksiyon) katalizleyen, dort alt birimden
olusan (tetramer) ve 4 selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir (Manduzio ve
ark, 2005). GPx aktivitesindeki azalma, H,O, dizeylerinin yikselmesine ve hiicre
hasarina yol agmaktadir (Schaeffer ve Stainer, 1978, Ursini ve ark, 1982). GPXx,
substrat olarak GSH’u kullanarak H,O,’in H,O’ya Kkatalizini saglamaktadir
(Ahmad ve ark, 1989). Bu reaksiyon sonucunda olusan okside GSH’in tekrar
GSH’a indirgenmesinde de GPx enzimi gorev almaktadir (Nordberg ve Arner,
2001; Caylak, 2011; Dere ve ark, 2015). Lepidoptera takimina ait tlrlerde
selenyuma bagimli GPx enziminin aktivitesi oldukca dustktur.

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan indiiklenmektedir ve bu
reaksiyonlar sonucu agiga cikan drunler, radikal hasarlarinin incelenmesinde
kullanilan etkin parametrelerdir (Esterbauer ve ark, 1991). Lipid peroksidasyonu,
zarda bulunan coklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen radikalleri
tarafindan lipid peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan
gibi gesitli Urtinlere yikilmas: reaksiyonudur (Felton ve Summers, 1995). Lipid
hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya
hicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan difuze

olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Ug veya daha fazla cift bag ihtiva
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eden yag asitlerinin (Linoleik, linolenik ve arasidonik asitler) peroksidasyonunda
tiyobarbitirik asit ile 6lgtlebilen malondialdehid (MDA)’in yaninda 4-hidroksi-2
nonenol (4-HNE) meydana gelir (Bokov ve ark, 2004). MDA, yag asidi
oksidasyonunun kantitatif bir indikatortdur ve lipid peroksidasyonunun derecesiyle
iyi uyum gosterir. MDA lipid peroksidasyonunun son Griini olan bir aldehid olup
oksidatif stresin derecesi ile orantil: olarak seviyesi artmaktadir (Suwalsky ve ark,
2001). Olusan MDA, hiicre zarlarindaki iyon ahisverisine etki ederek zardaki
bilesiklerin c¢apraz baglanmasi, iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin
degismesi gibi olumsuz sonuglara neden olur (Durmus, 2007).

Zararlilarla miicadele kapsaminda kullanilan insektisitlerin, gereksiz ve fazla
uygulanmasi, hedef olmayan canlilarin yok edilmesine ve zararl: tirlerin de direng
kazanmasina yol agmaktadir. insektisit uygulamas: fazla yapilan tarimsal alanlarda,
ekonomik ydnden zarar olusmasinin yan sira, insan sagligi acisindan da olumsuz
etkilenmeler olmaktadir. Boceklerde direng, normal bir populasyonda bireylerin
cogunun Oldurict  dozda canli  kalma yetenegini gelistirmesi olarak
tanimlanmaktadir (Constant ve Roush, 1990).

Insektisitlerin yaygin ve bilingsiz kullanim:  sonucunda, zararlilarda
insektisitlere karsi olusan dayanikliligin dért 6nemli mekanizmas: vardir. i)
Fiziksel dayaniklilik mekanizmasi; bocegin vicudunun dis kismindaki bazi
degisikliklerle toksik maddenin alimi yavaslatilir veya azaltihr. Ornegin, kitikular
yapidaki bir degisiklikle, topikal olarak uygulanan insektisitlerin penetrasyon orani
azalabilir. ii) Davramssal dayaniklilik; bocegin davramissal degisiklikleri, ilacin
toksik dozuna temas etmesini Onlemektedir. iii) Metabolik dayaniklilik; bdcegin
normal enzimatik metabolizmasi, insektisit detoksifikasyonunu arttirmak veya
insektisitin aktivasyonunu onlemek icin degistirilir. iv) Degistirilmis hedef bolge
ise; toksik maddelere kars1 duyarliligi azaltmak igin etki yeri degistirilir (Hassall,
1990; Callaghan, 1991).
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Boceklerde, insektisit direncinin artmasiyla detoksifikasyon enzimleri
arasinda bir iligki vardir. Detoksifikasyon enzimleri genellikle yabanc: bilesenlere
karst enzimatik savunma olarak gosterilmektedir ve normal fizyolojik
fonksiyonlarinin devam ettirilmesinde énemli rol oynamaktadir (Li ve Liu, 2007).
Detoksifikasyon, bocek metabolizmasi igerisine giren pestisit, bakteri ve virus gibi
yabanci maddelerin hedef bolgeye ulagsmadan parcalanmas: esasina dayanmaktadir.
Yasayan organizmalarda ksenobiyotiklerin vicuttan atilmasindan sorumlu bu
detoksifikasyon enzimleri; sitokrom P450, hidrolazlar (esterazlar), glutation-S-
transferazlar (GST) dir.

KARBAMATLILAR
Ache
ORGANIK FOSFORLULAR
S
Esteraz
PIRETROIDLER l
kdr Monoxygenaz
DDT

IGRs

Sekil 1.3. insektisitlerin detoksifikasyonuna etkili fizyolojik mekanizmalar
(Yorulmaz ve Ay, 2010)

Hidrolaz enzimlerinin insektisitler (zerindeki aktivitesi direncli bocek
populasyonlarinda daha yuksektir. Hidrolazlar igerisindeki en 6nemli enzim
gruplari, esterazlardir. Esteraz enzimleri boceklerde feromon ve hormon
metabolizmasi, sindirim sistemi ve sinir iletimi, Greme davranisi ve insektisitlere
direng gibi bircok 6nemli mekanizmada rol oynamaktadir. Boceklerde insektisitlere

8
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kars1 direng gelisiminde 6zellikle asetilkolinesterazlar ve karboksilesterazlar gérev
almaktadir.  Asetilkolinesteraz (AChE) lipofilik etkiye sahip asetilkolini
hidrolizleyen bir enzimdir. Asetilkolin, sinir ucundan diger bir sinir hiicresine, sinir
impuls tasima gorevi yapar. Ayrica sinir ve kas hicreleri boyunca biyoelektriksel
akimin olusmasini da saglayan biyolojik énemi biylk olan bir esterdir (Alon ve
ark, 2008).

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi, viicuda alinan yabanci bilesiklerin
detoksifikasyonunda 6nemli role sahip olan bir enzimdir. Bdceklerde bu enzim,
insektisit detoksifikasyonun yani sira hicresel membranlarin oksidatif yikimlara
kars1 korunmasini da saglamaktadir (Yu, 2008). Bu enzim, toksik metabolitlerin
indirgenmis glutatyonla konjugasyonunu katalize eder. Ayrica, hiicre, doku, organ
sistemlerinin butunltgunin ve diger antioksidan molekillerin korunmasinda,
bunun yan: sira ribontkleotidlerin indirgenmesinde gorevli énemli bir antioksidan
molekuldir (Casalino ve ark, 2004).

Omurgalilarda oldugu gibi boceklerde de P450 ailesi viicuda alinan yabanci
maddelerin biyolojik olarak transfer edilmesinde goérev almaktadir (Yorulmaz ve
Ay, 2010). Bdceklerde bulunan P450 enziminin blyiime, gelisme, beslenme,
pestisitlere karsi diren¢ ve tolerans gibi fonksiyonel gorevleri bulunmaktadir
(Pottelberge ve Amermaet, 2008). Ayrica P450, 20-hidroksiekdizon ve juvenil
hormon gibi bazi bdcek hormonlarinin ve feromonlarinin sentezi igin de
gerekmektedir (Reed ve ark, 1994). Bu nedenle P450 enzim engelleyicileri,
hormon sentezini dolayli olarak etkiledikleri icin, holometabol bd&ceklerin
morfolojilerinde, gelisme ve yasam sirelerinde degisikliklere yol acarlar
(Soderlund, 1997).

Insektisit direncine karst kullanilan metotlar arasinda, uygulama
araliklarinin, dozlarinin arttirilmas: ya da bazi durumlarda yeni Grlnlerin alternatif
olarak uygulanmasi sayilabilir. Fakat yeni driinlerin kullanilabilirligi, cevresel ve

toksikolojik guvenligin artan standartlarindan dolay:r sinirlandiriimistir (Ware,
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2000). Diren¢ gelisiminin  6nlenmesi igin, yeni drdnlerin  kullaniminin
kisitlanmasindan dolayi, bu durum insektisitlerin karisim halinde kullaniimasiyla
giderilmektedir. Karisgimda kullanilan farkli etki mekanizmali insektisitler
birbirlerinin etkisini arttirmakta ve sonug olarak bu da maliyetin azalmasina neden
olmaktadir (Martinez ve ark, 2004; Attique ve ark, 2006). Bu insektisitlerin, diisiik
dozlardaki kombinasyonlarinin kullanilmas: ekolojik, biyolojik ve ekonomik
yonden farkl: yararlar saglamaktadir.

Galismada da kullanilan B. thuringiensis etki mekanizmali insektisitlerin
bilingsizce tlketimi, zararlilarda direng gelismesine neden olmaktadir. B.
thuringiensis’ in protoksinleri, aktif toksinlere doniismek lzere parcalanarak ya da
toksinlerin mide epitelyum zar1 tizerindeki reseptorlere baglanarak etkili olurlar. Bu
iki faktdrden herhangi birinde var olan degisiklikten dolayi, B. thuringiensis’e karsi
diren¢ olusmaktadir. B. thuringensis ticari preparatina karsi olusan ve tespit edilen
ilk direnc, Plodia interpunctella’ da tespit edilmis ve son yillarda da birgok zararh
tir Uzerinde de gelismekte oldugu belirlenmistir (Huang ve ark, 1999; Liu ve ark,
1999; Frutos ve ark, 1999). Bu nedenle, B. thuringiensis biyopreparatlarinin, hem
olddriici etkisinin arttiriimasi: ve dayaniklilik sorununu gidermek amaciyla, hem de
diren¢ gelisimini onlemek igin, bazi sinerjistik maddeler ile karigim halinde
uygulanmaktadir (Gilimiis ve Turanl, 2012).

Galismada B. thuringiensis biyopreparat: ile karisim halinde uyguladigimiz
juvenil hormon analoglarindan pyriproxyfenin, bdceklerde immun sistemi
baskilayici 6zelligi, B. thuringiensis’ in patojen etkisini arttirmaktadir (Kwon ve
Kim, 2007). Ayrica bu insektisitin, B. thuringiensis haricinde diger kontrol
ajanlarindan, permethrin ve spinosad ile karisim halinde uygulandiginda da yuksek
sinerjik etki meydana getirdigi bildirilmistir (Lee ve ark, 2005; Darriet ve Corbel,
2006). Bu nedenle son yillarda, entegre miicadele kapsaminda yeni insektistlerin
uygulanmas: yerine, farkli etki mekanizmali insektisitlerin karigimlarinin

kullaniimas1 ekonomik ve ekolojik agidan yarar saglamaktadir.
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1.2. Boceklerde Bagisikhk Sistemi

Bocekler farkl: tip hemositleri ve birgok fizyolojik fonksiyonlarda gorevli
mezodermal hiicreleri kapsayan acik dolasim sistemine sahiptir (Sharma ve ark,
2003). Boceklerde bagisiklik sistemi humoral ve hiicresel savunma olmak Uzere
Uzere iki kisitmdan olusmaktadir. Humoral savunma, antimikrobiyal peptidleri
(AMPs), kompleman benzeri proteinleri ve fenoloksidaz (PO) yolu gibi kompleks
protealitik kaskadlar tarafindan tretilen drtinleri iceren ¢ozlnur efektdr molekulleri
ifade eder (Blandin ve Levashina, 2004; Cornelis ve Saderhall, 2004; Imler ve
Bulet, 2005; Theopold ve ark, 2004; Beckage, 2008). Bunun aksine hiicresel
savunma, dogrudan hemositler aracihigiyla fagositoz, enkapsulasyon ve pihtilagsma
gibi olaylar1 kapsamaktadir (Gillespie ve ark, 1997; Irving ve ark, 2005; Lackie,
1988; Strand ve Pech, 1995; Beckage, 2008). Boceklerde patojenlerin yok edilmesi
fagositoz, melanizasyon, enkapsilasyon, nodul olusumu, liziz, RNA interferaz
(RNAI) araciligiyla viriis yok etme, otofaji ve apoptosiz gibi efektdr mekanizmalar
araciligiyla gergeklesmektedir. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz olaylar
degildir. Ornegin, (1) hemosélde melanize olmus patojenler fagosite edilir (Hillyer
ve ark. 2003a; b) (2) litik ve melanize olmus bilesenler ayni patojenin yiizeyinde
bulunabilir (Hillyer ve Christensen, 2005) (3) lizi edilmis patojenler ayn: zamanda
melanize edilir (Osta ve ark, 2004a; Volz ve ark, 2006) (4) enkapstilasyon ve nodul
olusumu bircok durumda hemositlerin  kiimelesmesini ve melanizasyonu
kapsamaktadir (Pech ve Strand, 1995; Ratcliffe ve Gagen, 1977).

11
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Tukrik bezi Orta harsak

Corsad
Ardeniod — I--l'-‘u::slp-u::r
Wenal

Dolagimdakl Sesil ‘Yaij Doku
= hemositler Hemositler =

Sekil 1.4. Boceklerde Hiicresel Bagisiklik sisteminin anatomisi (Hillyer, 2016)

1.2.1. Humoral Bagisikhk

Bakteriler, mantarlar gibi patojenik mikroorganizmalar, bdceklerdeki
fizikokimyasal bariyerleri astiginda sitotoksik peptit ve proteinlerle karsilasirlar
(Gillespie ve ark, 1997; Hoffman ve ark, 1994; Garcia-Lara ve ark, 2005). Humoral
savunma sirecinde melanizasyon, hemolenfin pihtilasmas: ve antimikrobiyal
peptitlerin sentezi olmak (zere (g tip reaksiyon gerceklesmektedir (Vilmos ve
Kurucz, 1998).

Melanizasyon, boceklerin Kkitikul sertlesmesi, yara iyilesmesi ve bagisiklik
icin kullandig: enzimatik bir islemdir (Cerenius ve ark, 2008; Christensen ve ark,
2005; Nappi ve Christensen, 2005) ve tirozinin melanin énculerine dondsturalmesi
olayini, patojenleri cevreleyen ve ayiran melanin tabakasini olusturmak icin
proteinlerin c¢apraz baglanmasini igeren bir dizi reaksiyonu kapsamaktadir. Bu
olay, patojeni cevreleyen koyu renkli protein yapida kapsil olarak meydana
gelmektedir ve patojenin Olimu muhtemelen ya oksidatif hasar yoluyla ya da
yabanci madde besin agisindan zengin hemolenften izole edildikge aclik yoluyla
meydana gelir (Cerenius ve ark, 2008; Christensen ve ark, 2005; Nappi ve
Christensen, 2005). Melanizasyon sureci, patern tanima reseptorlerini (PRR), serin
proteazlari, serin proteaz inhibitorlerini ve melanin Gretimini ydnlendiren
enzimlerin es gldimliu  etkilesimini  kapsamaktadir. Bu olay, zimojen

profenoloksidazin aktif formu olan fenoloksidazdan ayrilmayan profenoloksidaz
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aktive edici enzimlerin aktivasyonuyla sonuglanan bir serin proteaz kaskadinm
baslatir (An ve ark, 2009; 2011). Melanizasyonun meydana gelmesini saglayan
bircok enzim ve PRR’ler, profenoloksidazin ana dreticileri olan Onositoidler
tarafindan Uretilmektedir (Ashida ve ark, 1988; Hillyer ve ark, 2003a).
Melanizasyona yola acan enzimatik olaylar reaktif oksijen tirlerinin retimine
neden oldugundan bu reaksiyonlar siki bir sekilde dizenlenmektedir. Serpinler
olarak da bilinen serin proteaz inhibitorleri ve bazi C tipi lektinler gibi diger
faktorler fenoloksidaz kaskadinin aktivasyonunu inhibe eder (An ve ark, 2011;
Osta ve ark, 2004b).

Humoral bagisiklik, hastalik olusturan mikroorganizmalarin saldirilar:
sonucunda boécek viicudunda sekropin (cecropins), attasin (attacins), dipterisin
(diptericins) ve difensinler (defensins) gibi antibakteriyal proteinlerin
biyosentezlenmesi ile olmaktadir. Bu antibakteriyel peptitler ve proteinler
omurgalilarin drettigi antibodilerin aksine ¢ok sayida bakteri tiirtine kars: etkilidir.

Patojen bakterilerin viicut bosluguna girip yayilmasini engellemek igin
omurgasizlarda hemolenfin pihtilasma mekanizmas: bulunur (Theopold ve ark,
2002). Bdceklerde hemolenfin pihtilasmasinda proteinlerin  polimerizasyonu,
hemositlerden salgilanan Ca*® bagimli transglutaminaz tarafindan katalizlenir
(Bohn ve Barwing, 1984). Bu mekanizmada ilk olarak hemositlerin
degranilasyonu ile hiicre dig1 agregatlarin olusmasi saglanir. Bu agregatlar yara
bolgesini kaplayarak primer veya yumusak pihti denen yapiy: olusturur. Ikinci
olarak profenoloksidazin aktivasyon basamaklar: ve transglutaminaz ardisik olarak
pihtida capraz baglar olusmasini saglar ve pihti kalinlasir. Uclincli olarak
plazmatositler bu bélgeye cekilerek pihtinin etrafini sararlar ve kabuklasarak viicut
boslugundan ayirirlar. Son olarak yara bdlgesinde epidermisin rejenerasyonu

gerceklesir ve kabugun yerini alir (Theopold ve ark, 2004).
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1.2.2. Hucresel Bagisikhik
1.2.2.1. Boceklerde Hemosit Tipleri

Bocek hemolenfi genellikle renksiz, bazi pigmentlerden dolay: ¢ok az yesil
veya sar1 renkli bir sividir. Bocek tiiriine gore vicut agirligimin yaklasik %5-40"1n1
hemolenf olusturmaktadir. Omurgalilarda oldugu gibi bdcek kani da plazma ve
hemositlerden  olusmaktadir.  Hemositler, bdceklerde  farkli  fizyolojik
fonksiyonlarda gorevlidirler. Besinleri farkli dokulara iletirler ve depo ederler.
Ayrica fagositoz, enkapsulasyon, koagulasyon, nodul olusumunun yani sira besin
materyallerinin ve hormonlarin iletimi, metabolitlerin ve biyolojik aktif
materyallerin detoksifikasyonunda da rol alirlar (Patton, 1983). Hemositlerin
bagisiklikta tum tdrlerde benzer gorevleri olsa da farkli hemosit tiplerinin
adlandinilmas: tur ve taksonlar arasinda az c¢ok farklilhik gostermektedir.
Lepidoptera ordosuna ait tirlerde hemositlerin siniflandiriimas: alti farkl: tipten
olusmaktadir; prohemositler, granulositler, plazmotositler, adipohemositler,

sfertilositler ve dnositoidler. (Lavine ve Strand, 2002).

1.2.2.1.(1). Prohemositler

Hemolenfteki en kii¢ik hicreler oldugu bilinmektedir. Yuvarlak veya oval,
dizgin sekilli, 4-10 um genisliginde ve 4-14 um uzunlugunda hicrelerdir (Gupta,
1985; Brehelin ve Zachary, 1986; Chapman, 1998; Giulianini ve ark, 2003).
Gekirdekleri sitoplazmay: tamamen doldurur. Hiicre organellerinden ribozom ve
mitokondri icermektedir fakat endoplazmik retikulum ve golgi aygiti gibi diger
organeller genellikle az sayidadir (Rowley ve Ratcliffle, 1981; Levin, 2007). Temel
fonksiyonlarimin  bolinmek olmasi, ayrica sentriol ve mikrotibul icermeleri
sebeplerinden dolay: aktif hemosit olarak nitelendirilmekte ve diger hemosit
tiplerinin 6ncisl olarak kabul edilmektedir (Rowley ve Ratcliffe, 1981; Gupta,
1985; Cociancich ve ark, 1994; Ribeiro ve Brehelin, 2006; Celik, 2014).

Dolasimdaki toplam hemosit sayisina gére oranlari %5’ dir.
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1.2.2.1.(2).Plazmatositler

Plazmatositler, kiiresel veya oval sekilli olup boylart 3 pum’den 40 um’ye
kadar ulasabilen polimorfik hucrelerdir (Rowley ve Ratcliffe, 1981; Brehelin ve
Zachary, 1986; Chapman, 1998; Silva ve ark, 2002). Bocek turune bagh olarak
dolasimdaki toplam hemosit sayisina oranlari %30-60 arasinda degismektedir
(Cociancich ve ark, 1994). Plazmatositler transmisyon elektron mikroskobu ile
incelendiklerinde birkag yalanci ayak, pinositotik vezikiiller, vakuoller ve
poliribozomlar gozlenebilir, ayrica az gelismis bir golgi aygitina da sahiptirler.
Bircok Lepidoptera tiiriinde plazmatositler granil icermezken, G. mellonella’ da
granul icerebilmektedir (Ribeiro ve Brehelin, 2006; Ribeiro ve ark, 1996; Schmit
ve Ratcliffe, 1977). Plazmatositler, pseudopodlar ile yayilabilme 6zelligine sahip
olmalarinin yan: sira karakteristik olarak da ince ve uzun fibroblast benzeri bir
yapiya sahiptir (Pech ve Strand, 1995), ayrica patojenleri, 6l{ hicreleri ve hemosol
icerisine girmis diger maddeleri fagosite etme 6zelligi vardir (Beckage, 2008). Bu
hemositler, fagosite edilemeyecek buylkllkteki yabanci cisimlerin, bakteri
topluluklarinin ya da nekrotik melanize olmus materyallerin etrafinda kapsuller ve
noduller olusturmaktadir (Lavine ve Strand, 2002; Pech ve Strand 1995; Celik,
2014).

1.2.2.1.(3).Granulositler

Grandlositler, kiresel veya oval sekilde ve 4-45 pum arasinda caplar
degisebilen hemositlerdir. Morfolojik olarak sitoplazmalarinda bulunan grantller
ile tespit edilmektedirler. Az sayida mitokondrileri, ribozom ve lizozom organelleri
(Gupta, 1985; Chapman, 1998), gelismis granullii endoplazmik retikulumlari,
pinositik vezikilleri, ince ve uzun yalanci ayaklari vardir (Ribeiro ve Brehelin,
2006). Histokimyasal analizler sonucunda granillerin  glikoprotein ve
mukopolisakkarit yapisinda oldugu belirtilmistir. Lepidoptera ordosuna ait tiirlerde

plazmatositlerle birlikte dolasimda en fazla gorilen hemosit tipidir. Granilosit
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hicreleri, yabanci ylzeylere yapisma ve yayilma 6zelliginden dolay: ayn1 zamanda
profesyonel fagositler olarak da islev gérmektedir (Beckage, 2008). Bu hemositler,
kapsul veya nodil olusumunda yabanci cisimlerle ilk temasa gegen ve graniiler
iceriklerini disar1 veren hiicrelerdir. Birgok arastirmaci, graniiler hemosit igeriginin
ekzositozunun plazmatositleri o bélgeye cekmede etkili oldugunu (Ribeiro ve
Brehelin, 2006) ya da kapsil veya nodil olusumunda plazmatositlere yardimci
olabilecegini dustinmektedir (Pech ve Strand, 1995; Celik, 2014).

1.2.2.1.(4).Onositoidler

Onositoidler caplari 54 pum’yi bulan yuvarlak veya oval sekilli oldukca
biylik hemositlerdir (Rowley ve Ratcliffe, 1981; Levin, 2007). Lepidoptera
ordosuna ait tirlerde diger hemosit tipleri ile kiyaslandiklarinda en biyik
hemositler oldugu tespit edilmistir (Gupta, 1985). Onositoid hiicreleri toplam
hemosit sayisinin %1-2 sini olusturmaktadir (Rowley ve Ratcliffe, 1981).
Cekirdekleri merkezi olmamakla birlikte transmisyon elektron mikroskobuyla
yapilan caligmalarda sitoplazmalarinda cok sayida serbest ribozom ve az gelismis
organellere rastlanilmistir (Ribeiro ve Brehelin, 2006). Baz1 ¢nositoidler cubuk,
igne veya kristal seklinde sitoplazmik inkliizyonlar igerebilmektedir. Lepidoptera
ordosuna ait tirlerde bagisiklik sisteminde ve yara iyilesmesinde 6nemli rol
oynayan melanizasyondan sorumlu fenoloksidaz enzimi 6nositoidlerde mevcuttur
(Ribeiro ve ark, 1996; Kanost ve ark, 2004). Bombyx mori (L.) (Lepidoptera:
Bombycidae)” de fenoloksidazin énositoidler icinde sentezlendigi ve bu hicrelerin
parcalanmalar: sirasinda plazmaya salindigi tespit edilmistir (Ashida ve ark, 1988).
Plazmatositler ve grantlositler gibi yabanci yizeylere yapisma 0Ozelligi yoktur.
Lepidoptera turleri arasinda G. mellonella tiriintin daha dayanikli 6nositoidlere
sahip olduklar: tespit edilmistir (Rowley ve Ratcliffe, 1981; Celik, 2014).
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1.2.2.1.(5). Sferulositler

Sferulositler, yuvarlak veya oval ve 5-25 pum capinda degisken sekilli
hicrelerdir (Gupta, 1985; 1991; Butt ve Shields, 1996; Chapman, 1998). Bu
hemositlerin karakteristik 0zellikleri sitoplazmik boslugunda membrana bagl
sfertillere sahip olmasidir. Sferiillerin sayis: farklilik gostermekte ve ¢aplar: 1-5 pm
arasinda degismektedir. Bu sferuller bazi granile materyaller cevreliyor gibi
gorinmektedir. ~ Sferdllerin ~ histokimyasal  analizleri bu  hcrelerin
mukopolisakkaritlerden ve glukomukoproteinlerden olustugunu gdéstermektedir
(Gupta 1985; 1991). Ayrica sitoplazmalarinda ribozom, golgi cisimcigi, lizozom,
mitokondri ve granilli endoplazmik retikulum icermektedir. Bu hemositlerin
fonksiyonlariyla (ipek dretimi, melanizasyon, fagositoz, pihtilasma wve hiicre
adhezyonun duzenlenmesi) ilgili bircok yorum yapilsa da henliz netlik kazanmis
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir (Gupta 1985; 1991; Brehelin ve Zachary,
1986; Chapman, 1998).

1.2.2.1.(6).Adipohemositler

Adipohemositler genellikle kire seklinde veya ovaldir (Gupta, 1985; 1991),
fakat Anastrepha obiqual’ da polimorfik oldugu gozlenmistir (Silva ve ark, 2002).
Bu hemositlerin boyutlart 7-45 pm arahginda degisiklik gostermektedir ve
sitoplazmalar: icerisinde yag damlaciklar: ile karakterize olmustur. Sitoplazma
cogunlukla lipid olmayan grantllerden ve iyi gelismis mitokondri, golgi cisimcigi,
grandlli endoplazmik retikulum ve poliribozomlardan olusmaktadir. Nukleus
kiglktir ve hicrenin herhangi bir yerinde bulunabilmektedir. Hemolenfteki
adipohemositlerin  sayis1  genellikle az miktardadir ve toplam hemosit
populasyonunun %31-4" (nl olusturmaktadir (Gupta, 1991), buna karsin
adipohemositlerin Lymantria dispar pupasinda %39 seviyelerinde bulundugu ve
Aedes aegyptii disi erginlerinde ise en ¢cok bulunan hemosit tipi oldugu da yapilan

calismalarda bildirilmistir (Hillyer ve Christense, 2002). Adipohemositlerin

17



1. GIRIS Benay TUNCSOY

glikojen ve lipid formunda enerjiyi depo ettigi bilinmektedir (Hillyer ve
Christensen, 2002).

1.2.3. Hematopoez

Hemositler bocek gelisimi sirasinda iki asamada meydana gelmektedir.
Hemositlerin  ilk popilasyonu embriyogenez sirasinda bas veya dorsal
mezodermden dretilirken, ikincisi larva ve nimf evrelerinde mezodermal olarak
tiretilmis hematopoietik organlardan dretilir. Bdceklerde hematopoiezis ile ilgili
yapilan ¢alismalarin bir¢ogu larval evre sirasinda hemosit populasyonunun gelisimi
hem dolasimda olan hiicrelerin proliferasyonuna hem de hematopoietik
organlardan hemositlerin salinimina da bagli olan Lepidoptera ordosu ile ilgilidir
(Akai ve Sato, 1971; Arnold ve Hinks, 1976; Hinks ve Arnold, 1977; Gardiner ve
Strand, 1999; 2000; Nardi, 2004; Yamashita ve Iwabuchi, 2001). Gardiner ve
Strand (2000)’ 1n yaptiklar1 bir ¢alismada Spodoptera frugiperda ve Pseudoplusia
includens larvalarinda ve diger lepidopterlerde hematopoietik organlar mezo ve
metatoraks bdlgesinde tek loblu bir yapidadir. S. frugiperda’ da hematopoietik
organlardaki hemositlerin sayis: larval gelisim sirasinda metamorfoz baslamadan
Odnce maximum 300.000 hiicreye kadar artis gostermektedir (Gardiner ve Strand,
2000). Bu hemositler oncelikle i¢c meduller bdlgede bulunan prohemosit ve dis
kortekste yer alan plazmatositlerden meydana gelmektedir. Manduca sexta ve B.
mori larvalar ile yapilan calismalarda da hematopoietik organlarin gogunlukla
prohemosit ve plazmatositlerden meydana geldigi bildirilmistir (Ling ve ark, 2005;
Nakahara ve ark, 2003; 2006; Nardi ve ark, 2003). Bu sonuclar birlikte ele
alhindiginda Lepidoptera ordosuna ait tlrlerde hematopoietik organlar
plazmatositlerin 6nemli kaynaklar: oldugu 6zellikle larval gelisimin ge¢ doneminde
grantlositler, sferiil hicreler ve 0Onositoidlerin  dolasimdaki hemositlerin

proliferasyonu ile meydana geldigini ortaya koymaktadir (Levin, 2007).
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1.2.4. Hucresel Bagisikhk Tepkileri
Hemositler, fagositoz, nodil olusumu, enkapsilasyon gibi bagisiklik

tepkilerinde rol oynarlar.

1.2.4.1. Fagositoz

Fagositoz hem omurgali hem de omurgasiz hayvanlar tarafindan bakteri,
fungus gibi yabanci mikroorganizmalarin yok edilmesi igin olusturulan hicresel
bagisiklik tepkilerinden biridir.  Plazmatositler ve granilositler fagositozdan
sorumlu baslica hemositlerdir (Lavine ve Strand 2002, Gupta 1985). Fagositoz,
yabanci madde fagositin plazma membraninda bulunan peptidoglikan,
lipopolisakkarit ve 1.3-glukanlar gibi yiizey molekillerinin taninmas: veya 6rnek
tanima proteinleri (opsoninler) ad: verilen ve fagosite edilecek partikill hiicresel
saldir icin isaretleyen proteinler tarafindan fark edilip baglandigi zaman baglar.
(Lavine ve Strand 2002). Yabanci organizma daha sonra membran ile
stnirlandirillmis fagozom igerisinde 6zimsenir ve fagozom lizozom ile birlesir.
Daha sonra igeri alinan yabanci partikiller hidrolitik enzimler tarafindan sindirilir.
Fagositoz cok hizli gelisen bir olaydir. Ornegin A. aegypti ve M. sexta tiirlerinde
bazi hemositler binlerce bakteriyi saniyeler igerisinde fagosite edebilmektedir
(Dean ve ark. 2004; Hillyer ve ark. 2005). Omurgalilarda oldugu gibi bdcek
bagisikhginda da fagositoz, diger bagisiklik bilesenlerini aktive etmektedir
(Hillyer, 2016).

1.2.4.2. Nodul Olusumu

Bdceklerde nodiller yuksek konsantrasyonlarda cansiz maddelere karst
olabildigi gibi bakteri, fungal sporlar, maya hiicreleri ve protozoanlara karsi da
olusabilmektedir. Cesitli boceklerle yapilan calismalarda nodul olusumunun ilk
asamasinin hemosit ve mikroorganizma kiimeleri olusumu oldugu tespit edilmistir

(Ratcliffe ve Gagen, 1977). Nodilasyon, hemositlerin bakterilerin etrafini sararak
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bir araya toplanip mikroagregatlar olusturmasint icermektedir ve bunu genellikle
melanizasyon takip eder (Ratcliffe ve Gagen, 1977; Satyavathi ve ark, 2014). Bu
immun tepkide, granalositler birbirlerine baglanir ve bakteri kiimelerinin etrafim
saracak sekilde katmanlar olusturur. Granilositler, bakterileri kaplayacak sekilde
bakterilerin tutunmasin saglayan yapiskan bir yapiya sahip olan igerigini
hemolenfe birakirlar. Plazmatositler, daha sonra nodulin yiizeyine kiimelesir ve
nodul sikilastikga yakalanmig bakterilerin etrafinda melanin birikimi olur (Hillyer,
2016).

Nodul olusumunda rol alan temel hemositler grantlositler ve
plazmatositlerdir. Ancak bazi arastirmacilar melanizasyonda rol oynayan
profenoloksidaz icermesi nedeniyle onositoidlerin de nodil olusumunda rol

aldiklarini savunmaktadirlar (Chapman, 1998, Gétz ve Boman, 1985).

1.2.4.3. Enkapsilasyon

Enkapstlasyon fagosite edilemeyen patojenlere karsi kullanilan hiicresel bir
bagisiklik tepkisidir. Lepidopterlerde enkapstlasyon granilositler, patojeni saran
hicre katman: sekline donustligiinde baslatilir. Grantlosit katmani daha sonra
bircok plazmatosit katman: tarafindan sarmalanir ve bunu ek grandlositlerin
baglanmas: takip eder. Patojen ve bocege bagli olarak kapsil melanize olabilir
(Hillyer, 2016).
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Sekil 1.5. Boceklerde bagisiklik etki mekanizmalar: (Hillyer, 2016).

Memeliler, dogal ve edinilmis bagisiklik sistemine sahipken, bdceklerde
spesifik antijenlerin taninmas: ve onlara karsi antikor olusturulmasina yonelik
Ozellikler bulunmamaktadir. Boceklerde kan ve lenfatik sivi ayrimi yoktur.
Herhangi bir patojen etki ile karsilastiginda humoral bagisiklik yanitlarimin yan
sira, hemositlerin de morfolojik ve yapisal degisiklikleri sonucunda hiicresel
bagisiklik yanitlarinin da aktive oldugu bilinmektedir (Hoffmann, 1995; Krautz ve
ark. 2014; Sezer ve Ozalp, 2015a). Memelilerde oldugu gibi boceklerde de
enfeksiyon hastaliginin gelisim sireci icinde patojenin adezyonu, ardindan konak
hlicreye girisi, toksin Uretimi, konak savunma sistemi hiicrelerinden kacis
basamaklar: paralellik gostermektedir (Scully ve Bidochka, 2006). Bunun yan: sira
memeli epidermis ve bodcek kitikulti temel protein komponentleri agisindan
benzerlik gosterse de mikroorganizmalar gibi dis etkenlere karsi humoral yanitin

olusmasinda buylk ©nem tasiyan bocek kdtikulinin yapisinda bulunan Kkitin
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epidermal tabakada bulunmamaktadir. Bu nedenle katikilin fiziksel koruma
gorevinin yanm sira Kitikil hasar1 ile humoral immin yanit olusmakta ve
antimikrobiyal peptid, 151 sok proteinlerinin sentezi, fenoloksidaz ve Ca*? bagiml
transglutaminaz etkisi ile hemolenfin pihtilasmasi ve melanizasyon meydana
gelmektedir. Ayrica patojenlerin toksinlerine karst memelilerde oldugu gibi
bdceklerde de orta barsaktaki mikrovilluslerin yiizeyinde mikrobiyal toksinler igin
glukokonjugant reseptorler bulunmaktadir. Memeliler ile bécekler arasinda immun
yanit olarak bir diger benzerlik ise konak hiicreye yabanci madde girdiginde
hemositlerin fagosite etme 0&zelligi gostermeleridir. Memelilerde makrofajlar
tarafindan gerceklesen bu olay, béceklerde granulosit ve plazmatositler araciligiyla
yapilmaktadir (Kavanagh ve Reeves, 2004).

Gunumizde, zararl tarler ile miucadelede siklikla kullanilan juvenil hormon
analogu insektisitlerin ve B. thuringiensis etkili biyopesitistler ile ilgili bircok
calisma yapilmakta ve Ozellikle Lepidoptera ordosuna ait tirlerle yapilan
biyokimyasal calismalarda basarili sonuclar elde edilmektedir. Fakat bu insektisit
tdrlerinin karisim uygulamalarinin zararl: tlrlerde antioksidan savunma sistemleri,
MDA miktar: ve detoksifikasyon enzim aktiviteleri ile kan hiicreleri Uzerine etkisi
ile ilgili herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu ama¢ kapsaminda, B.
thuringiensis biyopreparatinin ve pyriproxyfenin G. mellonella 5. evre larvalarinda
antioksidan savunma sistemleri, MDA miktar1 ve detoksifikasyon enzim

aktiviteleri ile kan hicreleri tizerine etkileri aragtirilmigtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Gunlmuzde, zararl turler ile mucadelede siklikla kullanilan juvenil hormon
analogu insektisitler ve B. thuringiensis etken maddeli biyopestisitler ile ilgili
bircok calisma yapilmakta, 6zellikle Lepidoptera ordosuna ait tirlerle yapilan
biyokimyasal calismalarda basarili sonuclar elde edilmektedir. Fakat bu insektisit
tirlerinin karisim halindeki uygulamalarinin zararl tiirlerde antioksidan savunma
sistemleri, detoksifikasyon enzimleri, MDA miktar1 ve kan hucreleri Uzerine
etkileri ile ilgili sinirlt sayida ¢alisma bulunmaktadir.

B. thuringiensis’ in boceklerdeki etki mekanizmasi, sporulasyon aninda
bocekler tarafindan yenildiginde toksik maddelere donlserek, protein yapida
kristaller olusturmakta, bu kristaller de icerdikleri endotoksinler ile bdceklerin
mide ceperindeki hicreleri tahrip ederek, sindirimi engellemesiyle meydana
gelmektedir.

Burges ve Bailey (1968), G. mellonella’ da B. thuringiensis’ in ticari
formunun etkisi Uzerine yaptiklari ¢alismada, soguk bal peteklerine arilara zarar
vermeden, B. thuringiensis biyoinsektisiti uygulamis ve uygulama yapilan
peteklerin, G. mellonella’ ya kars1 dayanikliligin iki sezon boyunca devam ettigini
ve G. mellonella saldirisi olmadan peteklerin kullanilabildigini bildirmislerdir.

Bosgelmez ve ark. (1983) yaptiklart calismada, B. thuringiensis’ in farkl
ticari preparatlarindan (Dipel, Tribactur, Bactospein) izole edilen endotoksinlerin,
G. mellonella populasyonuna laboratuvar kosullari altinda etkisi arastirilmis ve
sonu¢ olarak, yiksek dozlarda uygulama yapilan gruplarda larva populasyonunda
daha etkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica gen¢ larvalarin disik dozlarda
uygulanan B. thuringiensis endotoksinlerinden daha c¢ok etkilendigi de
belirlenmistir.

Khvoschevskay ve ark. (2004), G. mellonella 7. evre larvalarinin B.

thuringiensis spp. galleria ile enfekte edildikten sonra hemolenf, yag doku, barsak
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ve hemosit hiicrelerinde SOD aktivitesi incelenmis ve dokular birbirleriyle
kiyaslandiginda en az aktivitenin hemolenfte, en fazla aktivitenin ise hemosit
hicrelerinde meydana geldigini bildirmiglerdir.

Dubovskiy ve ark. (2008) G. mellonella ile yaptiklar1 ¢alismada, 6. evre
larvalari B. thuringiensis ssp. galleria ile enfekte edilmis ve orta barsakta SOD,
CAT, GST, RSSR/RSH oran1 ve MDA seviyelerindeki degisimlere bakilmustr.
Sonug olarak, B. thuringiensis enfeksiyonu bu enzim aktivitelerinde uygulamanin
ilk guniinden itibaren artis meydana getirmistir.

Biyolojik kontrol ve organik tarimda kullanilan biyoinsektisitler ve bocek
blyume duzenleyicileri diginda zararlilarla miicadele calismalarinda farkli etki
mekanizmali bircok kimyasal da kullanilmaktadir.

Hyrsl ve ark. (2007), G. mellonella ile yaptiklari bir calismada, farkh
konsantrasyonlardaki borik asit ile beslenen birinci evre larvalar son evreye
geldiklerinde ve pupa evresinde, hemolenf ve yag dokularindaki SOD, CAT, GST
ve GPx aktiviteleri ile MDA miktar: tzerine etkileri incelenmistir. Kontrol grubu
ile kiyaslandiginda, larva hemolenfinde, larva ve pupa yag dokusunda MDA
miktarinin arttigi, pupa hemolenfinde ise azaldig: tespit edilmistir. Borik asitin 156
ve 620 ppm konsantrasyonlarini i¢eren besin ile beslenen larvalarda SOD aktivitesi
artmig, fakat 1250 ve 2500 ppm konsantrasyonlarint igeren besin ile beslenen
gruplarda ise larva hemolenfinde azalmis, yag dokuda artmistir. Buna karsilik CAT
aktiviteleri ise bu dokularda azalmistir. Yiksek borik asit konsantrasyonlarin
iceren gruplarda ise GST aktiviteleri azalmig, GPx aktivitelerinde ise artis
gozlenmistir.

Ay ve Yorulmaz (2009), 20 kez selekte edilmis bifenthrin direncli
Tetranychus urticae Kock populasyonunda sitokrom P450 aktivitesinin arttigin
gozlemlemistir.

Buylkgtzel (2009), G. mellonella larvalari ile yaptigi calismada
malathionun MDA ve GSH miktarlar1 ile SOD ve AChE aktiviteleri Uzerine
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etkilerini arastirmig, sonug olarak malathionun 1 ppm konsantrasyonunu iceren
besin ile beslenen grupta MDA miktarinin arttigi, AChE aktivitesinin ise azaldig:
belirlenmistir. Duistik malathion konsantrasyonlarinin SOD aktivitesini arttirdigi,
yuksek konsantrasyonlarin ise azalttig: tespit edilmistir.

Abd El-Aziz (2010) Schistocerca gregaria nimfleri ile yaptig: ¢alismada
abamectin uygulamas: sonucunda AChE aktivitesinde artis meydana geldigini
tespit etmistir.

Aslantiirk ve ark. (2011), Lymantria dispar larvarinin orta barsaginda SOD,
CAT ve GPx aktiviteleri ile MDA miktar1 Uzerine methidathionun etkilerini
arastirdiklart ¢alismada, LDsgugn degerinin MDA miktari ile SOD, CAT ve GPx
aktivitelerini arttigini tespit etmislerdir.

Oxya chinensis 5. evre nimfleri ile yapilan bir calismada phoxim
uygulanmas: sonucunda olusan oksidatif stres nedeniyle SOD, CAT, GST, GPx ve
GR aktivitelerinde degisim meydana geldigi fakat MDA miktarinda istatistiki
acidan degisim meydana gelmedigi tespit edilmistir (Wu ve ark. 2011).

Muthusamy ve ark. (2011) Spodoptera litura larvalar1 ile yaptiklar
calismada temephos, dichlorvos ve lambda-cyhalothrine maruz birakildiginda
esteraz ve AChE enzimlerinin bu insektistlerin detoksifikasyonunda 6nemli rol
oynadiklarini bildirmislerdir.

Altuntag (2015) G. mellonella larvalar: ile yaptigi bir galismada bitki
biylme duzenleyicisi giberillik asitin SOD, CAT ve GST aktiviteleri (izerine
etkilerini incelemistir. Disik dozlarda SOD ve GST aktivitelerinde belirgin bir
artis tespit edilmistir. Son evre larvalarin hemolenfinde CAT aktivitesinde butiin
dozlarda artis gozlenmistir.

Dere ve ark. (2015), azadirachtinin G. mellonella larvalarinin
hemolenfindeki total protein ve MDA miktar: ile CAT, SOD ve GST aktiviteleri
Uzerine etkilerini arastirmis, sonug olarak total protein miktarinin uygulamadan 24

saat sonra artis meydana geldigini, 72 saat sonra ise diisik konsantrasyonlarda
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arttigini, yuksek konsantrasyonlarda ise azaldigini tespit etmislerdir. MDA
miktarinin ve CAT aktivitesinin 24 saat sonra azaldigini, 72 saat sonra ise disik
konsantrasyonlarda azaldigini, yilksek konsantrasyonlarda ise arttigini, SOD
aktivitesinin 24 ve 72 saat sonra azaldigim bildirmiglerdir. Ayrica, GST
aktivitesinin ise 24 saat sonra arttigi, 72 saat sonra 1 ve 1.5 pg/larva dozlarinda
artis, 0.5, 2 ve 3 pg/larva dozlarinda ise azalma meydana geldigini belirlemislerdir.

Erdem ve Buyikguzel (2015), G. mellonella larvalarinda bitki
allelokimyasali ksantotoksinin etkisi ile ilgili yaptiklar1 bir caligmada, son evre
larvalarda MDA ve protein karbonil miktarlarinin arttigi, GST aktivitesinin ise
azaldigim belirlemislerdir.

Sitophilus zeamais populasyonu ile yapilan ¢alismada malathion uygulamasi
sonucunda sitokrom P450 enziminin direng gelisiminde 6nemli rol oynadigim
tespit etmistir (Konus, 2015a). Buna ek olarak, Tuta absoluta ile yapilan galismada
ise, sitokrom P450 enziminin oksidatif streste etkili bir enzim olmadigin: tespit
ettigini bildirmistir (Konus, 2015b).

Abd EI-Aziz (2015) Spodoptera littoralis larvalari ile yaptigi ¢alismada
abamectinin LCsy dozunun uygulanmas: sonucunda GST ve o-esteraz
aktivitelerinin azaldigi, B-esteraz aktivitesinin arttigi ve AChE aktivitesinde ise
herhangi bir degisim olmadigini tespit etmistir.

Isci ve Ay (2017), Cydia pomonella L. ile yaptiklar1 ¢alismada thiaclopride
ve chlorpyrifosinin LDs, degerlerine karsi C. pomonella populasyonunun direng
gosterdikleri ve enzim analizleri sonucunda P450 ve esteraz enzimlerinin bu
insektisitlere karsi direngte 6nemli rol oynadiklarin bildirmislerdir.

Juvenil hormon analogu pyriproxyfenin ve bazi bdcek biyiime diizenleyicisi
insektisitlerin etkileri ile ilgili farkl: tirlerle yapilmis ¢alismalar da bulunmaktadir.

Ma ve ark. (2010) Bemisia tabaci ile yaptiklari ¢alismada pyriproxyfene
karsi gelisen direncin tespitinde P450 ve GST enzimlerinin etkili oldugunu

bildirmislerdir.
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Zibaee ve ark. (2011), Eurygaster integriceps erginlerine uygulanan
pyriproxyfenin yag doku ve hemolenf dokularindaki genel esteraz ve GST enzim
aktivitelerindeki degisimin ylksek konsantrasyonlarda artis meydana getirdigi
tespit edilmistir.

Fahmy (2012) S. littoralis (Biosd.) ile yaptigi calismada, bdcek buyiime
dizenleyicisi olan applaud ve pyriproxyfenin uygulandiktan sonra olusan lipid
peroksidasyon nedeniyle biriken malondialdehit miktarindan dolayr CAT, redikte
glutatyon (GSH) ve GST enzim aktivitelerinde artis meydana geldigi tespit
edilmistir.

Mirhaghparast ve Zibaee (2013) Chilo suppressalis ile yaptiklar1 ¢alismada,
hexaflumuron ve pyriproxyfen uygulanmas: sonucunda fenoloksidaz aktivitesinde
inhibisyon meydana geldigini ve bunun sonucunda bagisiklik sisteminin
entomopatojen ajanlarina karsi etkisiz hale getirdigini tespit etmislerdir.

Tarhan ve ark. (2013) G. mellonella ile yaptiklari caligmada 20-
hidroksiekdizon ve juvenil hormonun, GSH Px, GST ve GR aktiviteleri izerine
etkilerine bakmis ve gelisime bagh olarak GST ve GSH-Px aktivitelerinde azalma
tespit ederken, GR aktivitelerinde artis oldugu belirlenmistir.

Bakr ve ark. (2013), S. littoralis larvalarinda bocek biyime
diizenleyicilerinden tebuferozide ve lufenuron etkisiyle o ve [ esteraz
aktivitelerinde azalma meydana geldigini belirlemislerdir.

B. thuringiensis etki mekanizmali biyopreparatlara karsi boceklerde direng
gelisimi ve farkl etki mekanizmali insektisitlerle karisim halinde uygulanmasi ile
ilgili yapilmis ¢alismalar da bulunmaktadir. Ayrica diger insektisit tlrlerinin de
karisgim halinde uygulanmalarinin zararl: bécek tirleri Gzerine fizyolojik etkileri ile
ilgili yapilmis galismalar da mevcuttur.

Ferré ve ark. (1991) Plutella xylostella ile yaptiklarn calismada, B.
thuringiensis biyopestisitine laboratuvar ve arazi kosullarinda maruz birakildiginda

orta barsak epitel hicrelerinde B. thuringiensis kristal proteinlerinin toksik ve
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baglayici etkilerine bakilmis ve sonug olarak, Cry1A kristal proteinine karsi direng
gelistirdigini tespit etmislerdir.

Whalon ve ark. (1994) B. thuringiensis, neem ekstraktlar: ve bocek biytime
diizenleyicileri ile birlikte karisim halinde uygulanmis ve B. thuringiensis’ in bu
insektisitlere karsi antogonistik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Singh ve ark. (2007), Helicoverpa armigera Hiibn. (Lepidoptera: Noctuidae)
Uzerinde Neem ve B. thuringiensis etki maddeli bir preparatin birlikte uygulanmasi
durumunda sadece toksisitesinin artmadigi, aynm1 zamanda etkinin ortaya ¢ikma
stiresinin de kisaldigint bildirmislerdir.

Rizwan-ul-Hag ve ark. (2009), S. exigua ile yaptiklari calismada B.
thuringiensis ile harmalin ve ricininin subletal dozlar: karisim halinde uygulanmis
ve larvalarda mortalite ile SOD ve CAT aktivitlerinde artis meydana geldigini
bildirmislerdir.

Zawisza-Raszka ve Dolezych (2008), Spodoptera exigua larvalar: ile
yaptiklar1 calismada nikel ve diazinonun tek basina ve karisim halindeki
uygulamalarinin barsak, vicut duvar ve yag dokuda GST, CAT, AChE aktviteleri
Uzerine etkilerine bakilmistir. Sonug olarak, nikelin diazinonuna karsi hassasiyeti
arttirdhgini ve dokular arasinda en disiuk CAT ve GST aktivitelerinin yag dokuda
belirlendigini bildirmislerdir.

War ve ark. (2011) Spodoptera litura larvalar: lizerinde endosulfan ve neem
yaginin sinerjistik etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, esteraz ve GST akivitesi
Uzerine etkilerine bakilmig ve sireye bagli olarak enzim aktivitelerinde artis
meydana geldigini tespit etmislerdir.

Gumis ve Turanh (2012)" Un Lobesia botrana ile yaptig1 ¢alismaya gére
juvenil hormon analogu olarak etki gosteren azadirachtin ve B. thuringiensis etki
maddeli biyopestisitlerin tek baslarina ve karisim halinde uygulandiklarinda,
uygulamadan U¢ gun sonra azadirachtin ve B. thuringiensis aizawai etki maddeli

insektisitlerin daha ¢ok etkili oldugu tespit edilmistir.
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Bitsadze ve ark. (2013), Beauveria bassiana ve bodcek biyime
diizenleyicilerinden diflubenzuron ve novaluronun birlikte kullaniminin Locusta
migratoria Uzerine etkileri ile yaptiklar: galismada, B. bassiana uygulamasindan 48
saat sonra novaluron uygulandiginda insektisitler arasinda aditif etki belirlenirken,
novaluron uygulamas: sonucunda antogonistik etki tespit edilmistir.

Bocek buylme diizenleyicileri, entomopatojen organizmalar ve farkl: etki
mekanizmali kimyasal insektisitlerin boceklerde bagisiklik sistemi ve kan hiicreleri
uzerine etkileri ile ilgili yapilan birgok ¢alisma bulunmaktadir.

Abd El-Aziz ve Awad (2010), Agrotis ipsilon larvalarinda bocek buylme
diizenleyicisi dimilin ve B. thuringiensis’ in uygulanmasi sonucunda total hemosit
sayisinda azalma oldugunu tespit etmislerdir. Prohemosit sayisinda azalma olurken,
sferlilosit, plazmatosit ve granilosit sayilarinin uygulamadan 12 ve 24 saat sonra
her iki insektisit tdrinin uygulanmas: sonucunda artis meydana geldigini
bildirmislerdir.

Dubovskiy ve ark. (2013), G. mellonella ve Leptinotorsa decemlineata
larvalarinda organofosforlu insektisit olan primifos-metil etkisinde sublethal
dozlarinin fenoloksidaz aktivitesini ve enkapsulasyonu arttirdigini ve hemosit
sayisinda da artis meydana getirdigini bildirmislerdir.

Oliveira ve ark. (2013), Alabama argillacea larvalarinda B. thuringiensis
Berliner uygulamas: sonucunda total hemosit ve prohemosit sayilarinin azaldigini,
plazmatosit, grandlosit, onositoid ve sferulosit sayilarinda ise artis meydana
geldigini tespit etmislerdir.

Grizanova ve ark. (2014), G. mellonella larvalarinin B. thuringiensis ile oral
yolla enfeksiyon sonucunda savunma sistemi (zerine etkilerinin incelendigi
calismada, subletal dozdaki B. thuringiensis’ in total hemosit sayisinda azalmaya
neden oldugu, ayrica disiuk dozlarda fenoloksidaz ve lizozim aktivitelerini
arttirdigini tespit etmislerdir. Uygulamadan 48 ve 72 saat sonra ise, hemositlerin

fagositik aktivitesini ve enkapsulasyon oranini arttirdigini bildirmislerdir.
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Ghasemi ve ark. (2014), Ephestia kuehniella ile yapilan c¢alismada
pyriproxyfen uygulamas: sonucunda total hemosit ve plazmatosit sayilarinin
azaldig: fakat granilosit sayisinin arttigini, metoxyfenozide uygulamas: sonucunda
ise, total hemosit ve plazmatosit sayisinin arttigini, buna karsin grandlosit sayisinin
ise azaldigini tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak, total hemosit ve plazmatosit
sayilarinin  boceklerde bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynadigint ve
pyriproxyfenin  immiin  sistemi  baskilayici etkisinin  entegre mucadele
calismalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Wu ve Yi (2015)’ nin G. mellonella larvalari ile yaptiklar: bir galismada agir
metal uygulamas: sonucunda disiik dozlardaki Cr ve Pb total hemosit sayis
fagositik aktivite ve enkapsulasyonu artis meydana getirdigini ve hemolenfteki
SOD, CAT ve fenoloksidaz (POD) aktivitelerini arttirdigini bildirmislerdir.

Manogem ve ark. (2016), kitin sentez inhibitért flufenoxuronun Spodoptera
mauritia larvalarinin hemositleri zerine etkileri ile ilgili yapilan calismada total
hemosit sayisinin konsantrasyon artisina bagh olarak uygulamadan 24 ve 48 saat
sonra azalma meydana geldigini tespit etmislerdir. Tim hemosit tiplerinde
konsantrasyon artigina bagli olarak azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Huang ve ark. (2016), Mythimma separata larvalarinda sublethal dozdaki
hexaflumonon etkisinde grandlosit sayisimin azaldigi, plazmatosit arttigini,
sferiilosit, o©nositoid ve prohemosit sayilarinda ise az etki go6ruldugini
bildirmislerdir. Hexaflumuronun yiksek konsantrasyonlara maruz kalan larvalarda
ise total hemosit sayisinda azalma meydana geldigini bildirmislerdir.

Er ve Keskin (2016), G. mellonella larvalarinda bitki buyiime diizenleyicisi
absisik asitin  hemosit sayisint azalttigim  ve farkli zaman aralhiklarinda
konsantrasyon artisina bagh olarak granilosit ve plazmatosit sayilarinda
degisiklikler meydana geldigini bildirmislerdir.

Farkli etki mekanizmali insektisitler karisim halinde uygulandiginda

bdceklerde insektisitlere kars: direncin olusmasi karisim igerisindeki her insektisite
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karsi direncin ayrnn ayrn gelismesinin zor olmasindan dolayr mimkin
olmayabilmektedir.

Kwon ve Kim (2007), Plutella xylostella 4. evre larvalarinda pyriproxyfenin
B. thuringiensis subsp. kurstaki ile birlikte kullanimi sonucunda, pyriproxyfenin
bakteriyel patojeniziteyi arttirdigini ve immun sistemi baskiladigin tespit
etmislerdir.

Shaurub ve ark. (2014), multikapsid nukleopolihedrovirus (SpliMNPV) ve
azadirachtinin tek basina ve karisim uygulamalarinin S. littoralis larvalarinda total
hemosit sayisi ve hemosit hiicrelerinde yapisal degisiklikler tzerine etkilerini
incelemislerdir. Sonug olarak, virlsin tek basina ve azadirachtin ile karigim
halinde uygulanmasiyla total hemosit sayisinda kontrole gére azalma meydana
geldigini bildirmislerdir. Ayrica, grantlositler ve plazmatositlerde en ¢ok rastlanan
semptomlarin viral enfeksiyon sonucunda virogenik stromanin varligi, kromatinin
periferik dagilmasi ve nukleusun kaybolmasi oldugunu tespit etmislerdir.
Azadirachtin uygulamas: sonucunda en ¢ok rastlanan semptomlar arasinda ise
apoptosizden dolay: lifli metaryalle dolu granilli endoplazmik retikulum varlig: ve
mitokondride dlzensizlik (kivrimli, vakuolli ve kabarik), granulositlerin
sitoplazmas: otofajik lizozomlar ile vakuollesme ve plazmatositlerde ise hiicre
membraninda kopmalar ve cekirdekte zarf seklinde katlanmalar meydana geldigini
bildirmislerdir.

Mirhaghparast ve ark. (2015a), Chilo suppressalis Walker larvalar: ile
yapilan bir calismada pyriproxyfen ve B. bassiana’ nin tek basina ve birlikte
kullanim:  sonucunda dusiik konsantrasyonlarda (uygulamanin 1-3 saatlik
periyotlarinda) total hemosit sayisinda artis meydana gelirken, 6-24 saatlik
periyotlarda ise azalma meydana geldigini bildirmislerdir. Pyriproxyfen ve B.
bassianna’ nin birlikte kullanimi sonucunda ise, uygulamanin 6-12 saatlik
periyotlarinda total hemosit sayisi, plazmatosit ve granilosit sayilarinda artis

meydana geldigi tespit edilmistir. Sonug olarak pyriproxyfenin C. suppressalis’ in
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hiicresel bagisiklik sisteminde entomopatojenlere karst midahale edici bir etki
gosterdigini bildirmislerdir.

Kryukov ve ark. (2015), G. mellonella larvalarinda entomopatojen
organizmalardan Cardyceps militoris Link ve B. bassiana’ min birlikte kullanimi
sonucunda total hemosit sayisimn ve enkapsilasyon oraninin  azaldigini,
hemolenfteki fenoloksidaz aktivitesinin ise arttigim bildirmislerdir.

Mirhaghparast ve ark. (2015b), C. suppressalis Walker larvalari ile yapilan
calismada, hexaflumunonun tek basina ve B. bassiana ile karsim halinde
uygulanmas: sonucunda total hemosit, plazmatosit ve granulosit sayilarinda ve
fenoloksidaz aktivitesinde artis meydana geldigini tespit etmislerdir. Ayrica
hexaflumuronun, C. suppressalis larvalarinda intermediyer metabolizmay:
etkileyerek aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz, y-glutamil transferaz
ve aldolaz miktarlarinda artis meydana getirdigini, laktat dehidrojenaz aktivitesinde
degisikliklere neden oldugunu ve farkli uygulama zamanlarinda ACP, ALP, HDL,
LDL miktarlarinda artis meydana getirdigini tespit etmislerdir. Buna Kkarsin,
glikojen ve protein miktarinda kontrole goére azalma goruldigini, esteraz ve GST
aktivitelerinde ise kontrole gore artis meydana geldigini bildirmislerdir.

Tomilova ve ark. (2016), avermectin ve Metarhizium robertsii’ nin
sinerjistik etkilerinin Leptinotorsa decemlineata larvalarinda plazmatosit ve
granilosit sayilarinda artis meydana geldigini ve avermectinin bagisiklik sistemini
baskiladigini bildirmislerdir. Ayrica hemolenf ve yag dokuda fenoloksidaz ve GST
aktivitelerinde artis meydana getirdigini bildirmiglerdir.

Yaroslavtseva ve ark. (2017), L. decemlineata larvalarinda entomofaj fungus
M. robertisii ve B. thuringiensis ssp. morrisoni bakterisinin tek basina ve karisgim
halindeki uygulamalar1 sonucunda total hemosit sayisinin ve enkapsilasyonun
azaldigimi, integtimentteki fenoloksidaz aktivitesinin bakteriyosit, mikosiz ve
karisim halindeki etkilerinde artis meydana geldigini, buna karsin hemolenfteki

fenoloksidaz aktivitesinde B. thuringiensis etkisinde artis oldugunu, karisim
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uygulamas: sonucunda ise azalma oldugunu bildirmislerdir. M. robertsii ile B.
thuringiensis’ in tek basina uygulanmasi sonucunda esteraz ve GST aktivitelerinde
artis meydana gelirken, kariggim uygulanmasi sonucunda detoksifikasyon
enzimlerinde inhibisyon meydana geldigini bildirmiglerdir.

Yapilan ¢alismalar g6z énunde tutuldugunda, G. mellonella larvalarina, B.
thuringiensis ve pyriproxyfenin tek basina ve karigimlarinin antioksidan ve
detoksifikasyon enzimleri ile kan hiicreleri tzerine etkileri ve bu iki insektisitin G.
mellonella’ nin besinci evre larvalarinda etkili olan, LDs, degerinin belirlenmesi ile
ilgili yapilmis sinirli sayida calisma bulunmaktadir. Insektisitlerin  sublethal
dozlarimin kullanimi zararhlarla entegre miicadelede cevreye dost bir yontem
olarak kabul edilmektedir. Ayrica, G. mellonella ile miicadelede siklikla kullanilan,
B. thuringiensis etki maddeli biyopreparatlara karsi direnc gelisimi ile ilgili

arastirmalara ait calismalar da sinirli sayidadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Galleria mellonella

Biyuk balmumu glvesi G. mellonella (L.) Lepidoptera ordosu, Pyralidae
familyasina ait, zararl: bir tirdlr. Bu tiriin larvalar: aricilik yapilan bélgelerde, an
kovanlarinda, peteklerde ve depolanmis bal mumunda buyuk zararlar vermekte ve
verimin dismesine neden olmaktadir. Bu tir ile micadelede, cesitli kimyasal
maddeler kullaniimakta ve kalinti birakma problemlerinden dolay, insan saghgin
ve cevreyi olumsuz etkilemektedir.

Son yillarda bu tar, 6zellikle mikrobiyal patojenlerin insan saghgina
etkilerinin  belirlenmesinde model organizma olarak kullanilmaktadir. Tip
alanindaki deneysel caligmalarda model organizma olarak siklikla kullanilan
farenin yetistirilmesinin zor ve pahali olmasi, ayrica etik ve legal sorunlara yol
acmasi1 model organizma olarak omurgasizlarin kullaniimasina olanak saglamstir.
G. mellonella gibi tdrler, Gretimi basit ve pahali olmadigindan iyi bir model
organizmadir. Ayrica G. mellonella larvalarinin ticari yonden Uretime uygun
olmasi, oda sicakliginda Uretiminin kolay ve kisa sirede yapilabilmesi, bu tirl
diger omurgasiz canlilardan da ayirt etmektedir. Bunun yani sira, G. mellonella’
nin memelilerle benzer dogal bagisiklik sistemine sahip olmasi da onun uygun bir
model organizma olabilmesini saglamaktadir.

G. mellonella’ nin yasam ddnguist, yumurta, larva, pup ve ergin olmak zere
dort evreden olusmaktadir. Larval siire 7 evreden olusmaktadir ve ortalama 24 gin
sirmektedir. Deneyde kulanilan 5. evre larvalarin ortalama uzunluklari 12 mm,
genislik 1.29 mm’ dir (Singh, 2010).
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Sekil 3.1. G. mellonella larvalar:

Pup evresinde, ortalama uzunluk 16,10 mm, genislik ise 3,50 mm’ dir. Son
evredeki larvalar kovanlarin icerisinde pupay: kaplayan beyaz kozalar 6rer. Ergin
evrede yapisinda sindirim kanali olmadig: igin beslenmeden kesilir yumurtalarin
biraktiktan sonra 6lirler.

3.1.2. Bacillus thuringiensis

Mikrobiyal micadelede 6zellikle spor olusturan Bacillus grubu bakteriler
onemli bir yer tutar ve bu bakteriler Lepidoptera, Diptera ve Coleoptera takimlarina
ait cesitli bocekleri hedef alirlar Biyolojik miicadelede kullanilan bakteriler
arasinda B. thuringiensis son yillarda ¢ok ilgi ¢ceken bir etmen haline gelmistir ve
ginimizde kullanilan  mikroorganizmalarin ~ %90’mint  B.  thuringiensis
olusturmaktadir (Chattopadhyay ve ark, 2004).

B. thuringiensis, 6-endotoksin olarak isimlendirilen protein yapisinda ve
biyolojik olarak kolayca parcalanabilen ve bdylece bocegin orta barsaginda kisa bir
yarilanma omru olan insektisidal toksinler Uretirler. Kimyasal insektisitler ile
kiyaslandiginda B. thuringiensis Urunleri, diger ilaclara gore etki sekli farkl
oldugundan hedef organizmada daha az bir dirence neden olur. Kimyasal
insektisitler gibi ortamda birikip toksik etki olusturmazlar. insanlar iizerinde
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herhangi bir patojenite gostermezler. Ayrica, arilara, kuslara ve faydali boceklere
de zararsizdir. Bu nedenle biyolojik micadelede, kimyasal insektisitler ile
karsilagtirildiginda ¢evresel dengeyi bozmayan alternatif bir micadele yéntemidir
(Chattopadhyay ve ark, 2004).

B. thuringiensis biyopreparatlar1 zararli bdceklerde barsak ceperini
parcalayarak etki gostermektedir. B. thuringiensis’ de bulunan kristal (cry) genleri
insektisidal kristal protein (ICP)’ leri kodlamaktadir. ICP’ler bagirsakta ¢ozlinerek
protoksine donusurler. Daha sonra bagirsak enzimleri tarafindan protoksinler
parcalanarak aktif toksinler elde edilir. Aktif toksinler bagirsak epitel hiicrelerinin
reseptorlerine tutunarak bdcegin bagirsak duvarim felce ugratir ve buray: tahrip
ederek gozenekler olusturur. Bdylece, bagirsakta bulunan besin artiklari bocek
vicuduna ve kana karisir. Zehirlenen bocek, toksin aktivitesi sebebiyle hemen
Olebildigi gibi, 2-3 gun igerisinde kan zehirlenmesi sonucunda da olebilir
(Demirbag ve ark, 2008). Bu nedenle deney slresinin yapilan 6n denemeler

sonucunda 72 saat olarak belirlenmesi uygun gorulmistir.

3.1.3. Pyriproxyfen

Bocek buylime duzenleyicilerinden olan pyriproxyfen, zararli boceklerde
gelisimi dizenleyen ve zararlilarla entegre miicadelede 6nemli rol oynayan bir
insektisit turd olup, juvenil hormon analogu olarak etki gostermektedir. Juvenil
hormon analoglart fizyolojik sireglerde juvenil hormon gibi davranarak
embriyogenez, metamorfoz ve ergin olusumunu engellemektedir (Ishaaya ve
Horowitz, 1992).

Kimyasal adi 4-phenoxyphenyl (RS)-2-(2-pyridyloxy) propyl ether ve
kimyasal formull C,oHoNOg’dir. Etkili madde beyaz renkli ve granil halindedir.

Kullanilan pestisitin ticari ismi, Admiral 10 EC’dir.
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Cizelge 3.1. Pyriproxyfen’in ekotoksikolojik ozellikleri (Onclier ve Durmusoglu,

2008)
Akut oral LDsg (Mmg/kg) 5000
Dermal LDsy (mg/kg) 2000
Zehirlilik sinifi I
Kuslar LDso (mg/kg) 863
Baliklar LCso (mg/l) 0,27
Arilar LDsq (pg/arr) 100

3.2. Metod
3.2.1. G. mellonella Larvalarimin Kitle Uretimi

Deneyde kullanilan larvalar, Cukurova Universitesi Fen Edebiyat Fakiltesi
Biyoloji Bolimi Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarinda Gretimi yapilan G.
mellonella stok kulttrlerinden elde edilmistir. Stok kultirin devamu igin igerigi
Bronksill (1961) tarafindan belirlenen kepek, petek, bal, gliserin ve saf sudan
olusan besin karigimi, 5 litrelik cam kavanozlara konularak icerisine 5 disi ve 5
erkek G. mellonella erginleri birakilmistir. Besin icerisindeki kepek konulmadan
Once, kontaminasyonu o©nlemek amaciyla 150°C’ de FN 400 Nive marka
sterilizatorde steril edilmistir. Kavanozlarin kapaklarina disilerin  yumurta
birakmalarin1 - saglamak amaciyla birakilan kagitlar glnasiri  degistirilerek
icerisinde petek bulunan farkl: kavanozlara aktarilmistir. Kavanozlarin agzi hava
sirkillasyonunu engellemeyecek ince bir til ile kapatilmistir. Hazirlanan
kavanozlar, 301 °C sicaklik, %6515 bagil neme sahip ve gunlik 12:12 (K:A)
fotoperiyot uygulanan bdcek kiltir odasinda inkibasyona birakilmustir.
Populasyon yogunluguna bagl olarak kavanozlara zaman zaman petek ilavesi
yapilmigtir. Bu yontem ile elde edilen 5. evre larvalarin secimi Singh (2010)’ in

yapmis oldugu ¢alismadaki boy ve agirlik verilerine gore belirlenmistir.
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3.2.2. Insektisitlerin LDs, Degerlerinin Belirlenmesi

Deneyde kullanilan insektisitler Gida, Tarim ve Hayvancihik Bakanligi
tarafindan onayli ticari preparatlardir. Calismada juvenil hormon analogu
pyriproxyfen (Admiral %10 EC, Sumitomo Chemical Co, Japan) ve B.
thuringiensis var. kurstaki (Delfin WG, Certis, 32000 1U/mg) adli insektisitler
kullanilmastr.

Insektisit uygulamas: yapilacak 5. evre G. mellonella larvalari besin
ortamindan alinarak kontrol grubu ve uygulama grubu olmak (zere 2 gruba
ayriimigtir. Larvalarin beslenmesi icin peteklere pyriproxyfenin 1500, 1750, 2000,
2400, 2800, 3000 ve 3500 pg/ml ve B. thuringiensis’ in 10, 50, 100, 500, 1000,
5000 ve 10000 pg/ml konsantrasyonlar: saf suda ¢ozllerek puskirtme metoduyla
peteklere uygulanmistir. Uygulama yapilan konsantrasyonlar ticari preparatlarin
belirlenen dozlari baz alinarak 6n denemeler sonucunda belirlenmistir.

Petekler, uygulama yapildiktan sonra, 10x14x4 cm boyutlarinda plastik
deney kaplarina konulmustur. Deney kaplar1 icerisinde, nem ve kuf olusumunun
engellenmesi amaciyla peteklerin Gzerine bir miktar kepek ilavesi yapilmistir.
Insektisit uygulamasindan sonra, her bir kapta 15 larva olacak sekilde kontrol ve
uygulama gruplart olusturulmus ve deneyler degisik zamanlarda 3 tekrarl olarak
yapilmistir. Uygulama yapilan gruplardaki total 6l larvalar, insektisit uygulamasi
yapildiktan 72 saat sonra sayilmigtir. Daha sonra probit analiz yontemiyle
pyriproxyfenin ve B. thuringiensis’ in G. mellonella 5. evre larvalart igin LDs
degerleri SPSS 21.00 istatistik veri programinda Probit Analizi kullanilarak

hesaplanmustr.
3.2.3. Deney Sistemlerinin Enzim Aktivitelerinin Tayini igcin Hazirlanmasi

Besinci evredeki G. mellonella larvalar: kultlir ortamindan alinarak onarh

gruplar halinde hassas terazide tartilmigtir. Secilen bireylerden olusan kontrol ve
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uygulama gruplarinin homojen olmalarina 6zen gosterilmistir. Deneyde kontrol ve
uygulama gruplarindan olusan 4 grup olusturulmustur:

1) Kontrol

2) Pyriproxyfen (Admiral 10EC) (LDs,: 2385 pg/ml)

3) B. thuringiensis var. Kurstaki (Delfin) (LDso: 359 pug/ml)

4) B. thuringiensis var. Kurstaki (Delfin) ve pyriproxyfen (Admiral 10EC)
karisimi (1:1; Pyr:Bt)

Sekil 3.2. Insektisit uygulamas: yapilan petekler

Uygulamadan sonra petekler kurutma k&gitlarinin Gizerinde oda sicakliginda,
kuruyana kadar bekletilmistir. Kontaminasyonu dnlemek amaciyla B. thuringiensis
ve karisim uygulamas: yapilan petekler ise, 25 °C’ de etuvde bekletilmistir. Daha
sonra 10x14x4 cm boyutlarindaki plastik kaplara konulan peteklerin Gzerine hem
ve kif olusumunu engellemek amaciyla bir miktar kepek ilavesi yapilmstir.
Onceden tartilan larvalar her kapta 40 adet olacak sekilde konulmustur. Deney
kaplarinin Ust kisimlari hava sirkilasyonunu saglamak amaciyla esit miktarda
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delinmistir. Kontrol ve uygulama gruplari, 72 saatlik deney siresi tamamlanana

kadar her gtin 61um olup olmadiginin tespiti igin kontrol edilmistir.

3.2.4. Dokularin izolasyonu

Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonra kontrol ve uygulama gruplarindan 10’
ar adet larva diseksiyon icin secilmistir. Larvalar buz (zerinde 2-3 dakika
bekletildikten sonra, %95 etil alkol ile dezenfekte edilmistir. On bacaklarinin dip
kismindan steril bir enjektor ile delinerek akitilan hemolenf, her birey igin 10 pl
olacak sekilde mikrokapiller tip ile gekilmis, icerisinde N-phenylthiourea (Sigma
Aldrich) (PTU) ve homojenizasyon tamponu (20 mM; pH 7.6) bulunan ependorf
tiplere aktarilmistir. Daha sonra larvalar sirt kismi strafora gelecek sekilde
sabitlenerek birinci ¢ift torasik bacaklarinin 6ninden orta eksen boyunca
uzunlamasina mikro makas (Bahadir, diiz makas, 16 cm) ile kesilmistir. Tlk dnce
yag doku (fat body) bir pens yardimiyla izole edilmis, daha sonra 6n, orta ve son
barsak olmak Uzere U¢ bdlimden olusan sindirim kanalindan orta barsak
ayrilmistir. izole edilen yag doku ve orta barsak, igerisinde homojenizasyon

tamponu (20 mM; pH 7.6) bulunan ependorf tiiplere aktariimustir.

B. Tungsoy

Sekil 3.3. G. mellonella larvasinin diseksiyonu
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Cizelge 3.2. Homojenizasyon tamponu

Tris (hidroksimetil) aminometan 2,4228 g
EDTA 0,2923 g
Sakkaroz 171,29
KCI 112 g
Dithiotreitol (DTT) 0,1543 ¢

Hemolenf ornekleri, +4°C’de, 10000 g devirde, 10 dk. santrifllj edilmistir. Barsak
ornekleri 500 g’ de 15 dakika +4 °C’de santriftlj edilmistir. Santriflij sonunda
alinan slipernatant baska bir tlpe aktarilarak, 12000 g’ de +4 °C’de 45 dk. (10.249
rpm) tekrar santriftlj edilmistir.

Sekil 3.4. Ultrasonik homojenizator

Yag doku ornekleri ise, +4 °C’de ultrasonik homojenizatorde (Bandelin
Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) (10 sn., 30 W) homojenize edilmistir. Doku
homojenatlarinin santriflij edilmesi sonucunda elde edilen stipernatantlardan 100 pl
eppendorflara Bradford tayini icin ayrilmistir. Daha sonra suzme islemine
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gecilmistir. Stizme isleminde distik molekul agirlikli proteinleri uzaklastirmak igin
Sephadex® G-25 jel kolonlari kullanilmistir (Gonzalez-Reya ve ark, 2014).
Homojenizasyon tamponu ile kolonlar 5 defa temizlenmis, temizlenen kolonlara
2500 pl 6rnek koyularak tamamen siiziilmesi beklenmistir. Suziilme isleminden
sonra, 3500 pl tampon eklenmis ve suzilen 6rnekler enzim aktivitesi icin
eppendorf tiplere ayrilmistir. Tlplere ayrilan o6rnekler, -80 °C’de enzim
aktivitelerinin tayini islemlerine kadar Revco Ultima Il marka derin dondurucuda
muhafaza edilmistir.

Sekil 3.5. Homojenatlarin Sephadex® G-25 jel kolonlarinda stizme islemi

3.2.5. Lipid Peroksidasyon Uriinii olan Malondialdehid (MDA) Miktarinin
Tayini

Antioksidan sistemin detoksifikasyonda yetersiz kaldigi durumlarda,
Ozellikle membran lipidlerinin bozulmasiyla sonuglanan lipid peroksidasyonunda
sekonder bir 0riin olan malondialdehidin (MDA) aerobik kosullarda, pH 3.5’te
tiyobarbitirik asit (TBA) ile 95°C’de inkiibasyonu sonucunda olusturdugu renkli
kompleksin spektrofotometrede 535 nm. dalga boyunda ol¢iilmesi ile lipidlere ait
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peroksidasyon belirlenmektedir (Bar-Or ve ark, 2001). MDA miktar1, 1,56 x 10° M’

! em™ sayisi kullanilarak nmol/mg protein olarak hesaplandi.

Cozeltiler
a. Tiyobarbitirik asit (TBA) (%2060,8) (pH 3.5)
TBA 0,89

100 ml” ye kadar ultra saf su ilave edilir.
b. Trikloraasetik asit (TCA) (%20)
TCA 209

100 ml’ ye kadar ultra saf su ilave edilir.

Cizelge 3.3. Standart ¢ozeltiler

Konsantrasyon (ug/L) 0 10 (20 |30 |40 |60 |80 |100

Stok standart 0 0,25 (0,50 | 0,75 1,00 | 1,50 | 2,00 | 2,50
(400nmol/mL)
Ultra saf su (ml) 10 9,7519,50 | 9,25 | 9,00 | 8,50 | 8,00 | 7,50

¢. 1,1,3,3 tetrametoksipropan (Yogunluk 0.99 g/mL)
1,1,3,3 tetrametoksipropan 6,6 uL

100 ml” ye kadar ultra saf su ilave edilir.

Standart grafigin hazirlanmasi
Stok standarttan 6.6 pL alimp 100 ml’ye ultra saf su ile tamamlanir (400
nmol/mL’lik gunliik standart olur). 10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 nmol/mL’lik ¢alisma

standartlar1 hazirlanir.

44



3. MATERYAL VE METOD Benay TUNCSOY

Cizelge 3.4. Standart ¢ozeltilerin 6lgtlmesi

Konsantrasyon (ug/L) 0 10 (20 |30 |40 |60 |80 | 100
Standart 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500 | 500
%20 TCA 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250
Karigim 15000 g’ de +4 °C’ de 15 dk. Santrifuj edilir.

%0,8 TBA 400 | 400 | 400 | 400 | 400 | 400 | 400 | 400
Standart (Supernatant) 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600 | 600

|"j".
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Sekil 3.6. MDA standart grafigi
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Orneklerin hazirlanmasi

Cizelge 3.5. Orneklerin MDA miktarlarinin 6lgtilmesi

Solusyon Hacim (ul) Kor (ul)
%20 TCA 250 250
Ornek 500 -

Ultra saf su - 500
Karisim 15000 g’ de +4 °C’ de 15 dk. santrif(j edilir.
Santriftj sonunda elde | 600 600
edilen supernatant

%0,8 TBA 400 400
Karisim 100 °C’ de 60 dk. inkube edilir.

Ornekler, 535 nm. absorbansta spektrofotometrede 6lcilmistiir.

3.2.6. Dokularnin Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
3.2.6.1. Superoksit dismutaz (SOD) Enzim Aktivitesinin Tayini

Slperoksit dismutaz (SOD: EC: 1.15.1.1) aktivitesi ksantinoksidaz/
hipoksantin sistemi tarafindan sitokrom ¢’ nin azalmasinin ol¢iilmesiyle tespit
edilmektedir.1 Unite SOD, sitokrom c azalisginin %50’ sinin inhibe edilmesiyle
biriken enzim miktar: ile tammlanmaktadir (McCord ve Fridovich, 1969). SOD
aktivitesi, total protein konsantrasyonunun U mg™ olarak tammlanmastyla elde
edilir.
a. Cozeltiler:
Fosfat tamponu;
Solusyon A: KH,PO, 6,80

EDTA 0,0292 g

1L ultra saf su
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Solusyon B; K;HPO, 8,70
EDTA 0,0292 g
1L ultra saf su

100 ml Sol A+ 850 ml Sol B; pH 7.8

Hipoksantin;
Hipoksantin 204 ¢
Ultra saf su 100 ml

Tamamen ¢ozlinene kadar 50 °C’ de isitilir.

Sitokrom c oksidaz;
Sitokrom ¢ 375¢

Fosfat tamponu 20 ml

Ksantin oksidaz (56 um/ml):
Ksantin 50 pl (38,5 U/ml)

Fosfat tamponu 2ml

b. Ksantin oksidaz testi:

Cizelge 3.6. Ksantin oksidaz testi

Solusyon Hacim (pl)
Fosfat tamponu 2700
Hipoksantin 100
Sitokrom c oksidaz | 100
Ksantin oksidaz 100
Toplam 3000
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Ornekler okunmadan 6nce ksantin oksidaz testi yapilmistir. Olgtimler, 550

nm absorbansta bir dakika boyunca lcer kez tekrar edilmistir.

c. Orneklerin 6lgtilmesi:
Cizelge 3.7. Orneklerin SOD aktivitelerinin élctilmesi

Solusyon Hacim (pl) | Kor (ul)
Fosfat tamponu 2650 2800
Hipoksantin 100 100
Sitokrom c oksidaz 100 100
Ornek 50 -
Ksantin oksidaz 100 -
Toplam 3000 3000

Ornekler 550 nm absorbansda 1 dakika boyunca Kkinetik olarak

spektrofotometrede lgtlmistir.

d. Hesaplama:

Ksantin inhibisyonu;

ADormek

% I= 100x 'l—m

SOD aktivitesi;

3

Aktivite (U mg)=(%; * % 14)/TP(ZD)

Vérmek (ml
50- Ekstinksiyon katsayisi

3- Reaksiyon kiivetlerinin toplam hacmi

1.4— Orneklerin saflastirniimasinda kullamlan Sephadex kolonlarinin seyreltme
faktoru

TP- Total protein konsantrasyonu
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3.2.6.2. Katalaz (CAT) Enzim Aktivitesinin Tayini

Katalaz (CAT: EC: 1.11.1.6) aktivitesi bir dakika boyunca 240 nm
absorbansta H,O,’ in parcalanmasiyla a¢iga ¢ikan azalan absorbansin él¢ilmesidir.
Sabit say1 (ex0= 40 M™cm™) kullanilarak birim zaman basina absorbanstaki
degisimler katalaz aktivitesinin dl¢imu olarak alinmistir. Enzim aktivitesi nmol

min™ mg™* protein birimiyle verilmistir (Greenwald, 1985).

a. Cozeltiler:

Fosfat tamponu;

Solusyon A: KH,PO, 109¢
1L ultra saf su
Solusyon B; K,HPO, 13.92 g

1L ultra saf su
50 ml Sol A+ 250 ml Sol B; pH 7.8

1L ultra saf su ile tamamlanir. pH 7.5 olarak HCI ile ayarlanur.

%30 H,0,:

Ayr1 bir meziirde %30° luk H,O, 1,7 ml konulur onun Uzerine hazirlanan
fosfat tamponu ile 100 ml’ ye tamamlanir. Hazirlanan bu ¢dzelti ayri bir siseye

konur.

b. Orneklerin 6lgtlmesi

Cizelge 3.8. Orneklerin CAT aktivitelerinin élgiilmesi

Solusyon Hacim (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 1900 3000
H,0, 1000 -

Ornek 100 -
Toplam 3000 3000
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Orneklerin, 240 nm absorbansta 10 saniye arahiklarla 1 dakika boyunca

kinetik olarak 6lgumleri spektrofotometrede yapilmustir.

¢. Hesaplama

IDOD 6rnek| . 3
40

Aktivite (nmol dk *mg ™) = (( ~1.4)/TP(mg/ml)) *1000

ornek (ml)

40 - Ekstinksiyon katsayisi

3 — Reaksiyon kiivetlerindeki topla hacim

1.4 — Orneklerin saflastirniimasinda kullamlan Sephadex kolonlarinin seyreltme
faktoru

TP — Total protein konsantrasyonu

3.2.6.3. Glutatyon peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesinin Tayini

Total glutatyon peroksidaz (GPx: EC: 1.11.1.9) NADPH’ 1n 340 nm’ de
oksidasyonunu takiben glutatyon reduktaz, rediikte glutatyon ve substrat olarak
kiimen hidroperoksit varhiginda ol¢ultr (Lawrence ve Burk, 1976). GPx aktivitesi,

total protein konsantrasyonun nmol dk™ mg™ cinsinden ifade edilir.

a. Cozeltiler:
Fosfat tamponu;
Solusyon A: KH,PO4 13.6¢
1L ultra saf su
Solusyon B; K;HPO, 1749
1L ultra saf su
50 ml Sol A+ 250 ml Sol B; pH 7.8
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GSH (redukte glutatyon);
GSH 0,123 g

Fosfat tamponu 10 ml

Kimen hidroperoksit
Kiimen (%80) 0,563 ml
Etanol 20 ml

100 ml” ye kadar ultra saf su ilave edilir.

GR (glutatyon reduktaz)

GR 38,4 ul (38,5 U/ml)
Fosfat tamponu 1,78 mi

NADPH

NADPH 4mg

Fosfat tamponu 2ml

b. Kiimen hidroperoksit testi

Cizelge 3.9. Klimen hidroperoksit testi

Solisyon Hacim (ul)
Fosfat tamponu (100mM) 450

GSH (40 mM) 50

GR (20 U/ml) 50
NADPH (2,4 mM) 50

Tris tamponu” 300
Kimen hidroperoksit 100
Toplam 1000

“Ornegin homojenizasyonunda kullanilan Tris HCI tamponu
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c. Orneklerin 6lguilmesi

Cizelge 3.10. Orneklerin GPx aktivitelerinin 6l¢tlmesi

Soliisyon Hacim (ul) Kor (ul)
Fosfat tamponu | 450 1000
(100mM)

GSH (40 mM) 50 -

GR (20 U/ml) 50 -
NADPH (2,4 mM) 50 =

Ornek 300 -
Kimen hidroperoksit | 100 -
Toplam 1000 1000

Ornekler, 340 nm absorbansda 1 dakika boyunca spektrofotometrede

olculmastar.

d. Hesaplama
| ARDGrrek—ACDKImean| 1

Aktivite (nmol dk™* mg?)={(

1,4) fTP(E}}xmﬂﬂ

6.2 varnek (ml)
6,2— Ekstinksiyon katsayisi

1- Reaksiyon kivetlerinin total hacmi

1.4— Sephadex kolonunun seyreltme faktorii

TP- Total protein konsantrasyonu

3.2.7. Detoksifikasyon Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.2.7.1. Asetilkolinesteraz (AChE) Enzim Aktivitesinin Tayini
Asetilkolinesteraz (AChE: EC: 3.1.1.7), asetiltiyokolinin tiyokolin ile asetata

parcalanmasi reaksiyonunu katalizleyen bir enzimdir. AChE aktivitesi, tiyokolin ile

DTNB arasindaki reaksiyonun sonucunda olusan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin

52



3. MATERYAL VE METOD Benay TUNCSOY

verdigi sart rengin yogunlugunun, 412 nm dalga boyunda spektrofotometrede

Olgtlmesi ile belirlenmistir (Ellman ve ark., 1961).

Cozeltiler:

a. Tris HCI (100 mM; pH: 8.0);

Tris (hidroksimetil)-aminometan (NH,C(CH,OH)3) 12,11 g
Ultra saf su 1000 mL

pH, HCI ¢ozeltisi ile ayarlanmistir. Cozelti her zaman sogukta (4 °C) saklanir.

b. Asetilkolin soltisyonu (ATC) (10mM);
Asetilkolin (C;H;gNOS.I) 5,784 mg
Ultra saf su 2 mL

¢. 5.5’-ditiyo-bis (2 nitrobenzoat) (DTNB) (1Mm);
5.5’-ditiyo-bis (2 nitrobenzoat) (DTNB) (C14HgN,0gS,)  1,5852 mg
Tris HCI (100 Mm, pH: 8.0) 4 mL

d. %10 Triton;
Triton X100 (Cs4Hg2011) 10 ul
Ultra saf su 10 mL

Orneklerin 6lgtlmesi:

Plastik test tlplerinin daralar1 alindiktan sonra ornekler konularak tekrar
agirhiklar: alinmis ve dokularin agirhiklar: hesaplanmistir. Uzerlerine 1:5 oraninda
Tris HCI (100 mM, pH: 8.0) ¢ozeltisi eklenmistir [doku (g): Tris HCI (mL)]. Tris
HCI sollisyonun miktarinin 10 kati hacminde %10 Triton ul cinsinden karisima
ilave edilmistir. Ornekler 2 dk. homojenize edilmistir. Toplam homojenat 12000 g’

de +4 °C’ de 30 dk. santrifilj edilmistir. Santrifllj sonunda elde edilen supernatantin
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bir kismi total protein tayini icin, kalan kismi ise AChE aktivitesinin belirlenmesi

icin -80 °C’ de derin dondurucuda saklanmastir.

AChE aktivitesinin tayini:

Cizelge 3.3. Orneklerin AChE aktivitelerinin olgiilmesi

Solisyon Hacim (ul) | Kor (ul)

Tris HCI 2250 2250

DTNB (1 mM) 300 300

Ornek 150 150 pl Tris HCI eklenir.
Karisim 5 dk. oda sicakliginda bekletilir.

ATC (10 mM) 300 300

Ornekler 405 nm absorbansda 1 dakika boyunca kinetik olarak

spektrofotometrede 6lgtlmustar.

Hesaplama:

A4 (dk™1) 103
vernek (mL) [profgf‘n](%)

— U/dk/mg protein

A= absorbans
Vimek= 0rnek hacmi (150 pl)
% inhibisyon= (1- Asmex/ Axontror) X 100

3.2.7.2. Sitokrom P450 (Cyt P450) Enzim Aktivitesinin Tayini

Sitokrom P450 monooksijenaz enzim aktivitesinin belirlenmesi icin substrat
olarak PNOD (4-nitroanisol) kullanilmistir (Rose ve ark., 1995).
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Cozeltiler

a. Sodyum fosfat tamponu (0.1 M; pH: 7.8)

Sol A (0,2 M): 31,21 g NaH,PO,. H,O

NaH,PO,. H,O tartildiktan sonra bir miktar %1 asetonda ¢6zulir. Hacim 1 It ye
tamamlanmustir.

Sol B (0,2 M): 53,59 g Na,HPO,. 7H,0

Na,HPO,. 7H,0 tartildiktan sonra bir miktar %1 asetonda ¢6zilir. Hacim 1 It’ ye
tamamlanmustir.

Tampon: 8,5 mL Sol A + 91,5 mL Sol B (pH: 7,8)

Hacim pH kontroliinden sonra 200 mL’ ye tamamlanmustir.

Daha sonra bu karsimin (izerine;

EDTA 0,0744 g
Feniltiotre 0,0304 ¢
DTT 0,0308 g eklenerek homojenizasyon tamponu hazirlanmastir.

b. 4-nitroanisol (2 mM)
4-nitroanisol 61 mg
1 mL %100 Etanolde ¢ozulmustir. Karisimdan 625 pL alinarak, 125 mL 1hk

sodyum fosfat tamponuna eklenmistir.

c. NADPH (9.6 mM)
NADPH 12 mg

Tartim isleminden sonra tizerine 1500 pL sodyum fosfat tamponu eklenir.
Orneklerin 6lgtlmesi

30°C’ de 15 dakika boyunca 15 saniye araliklarla 405 nm’ de kinetik 6l¢cim
yapilmistir.
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Cizelge 3.4. Orneklerin Cyt P450 aktivitelerinin dlgiilmesi

Solisyon Hacim (ul) | Kér (ul)
Sodyum  fosfat | - 900

tamponu

4-nitroanisol 1000 1000

Ornek 900 -

Karisim 30 dk. 30°C’ de inkubasyona birakilmastir.
NADPH 100 100

Total 2000 2000

Molar absorbans katsayisinin (g) ve Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Kinetik okuma sonucu elde edilen optik yogunluk (mO.D.) (nmol 4-
nitroanisol dk™ mg™ protein) olarak ifade edilmistir (Rose ve ark. 1991; 1995). Bu
dondstimin  yapilmasinda driine  doénisen madde olarak  4-nitroanisolin
ekstinksiyon katsayisi (eA) kullanilmigtir. 4-nitroanisollin ekstinsiyon katsayisinin
hesaplanmasinda degisen konsantrasyonlar hazirlanmigtir.  Bunlarin — ayni
spektrofotometrede 405 nm’ de okumalar1 yapilmistir. Denemelerde elde edilen
absorbans degerlerinden bir regresyon esitligi elde edilerek, egim 4-nitroanisol
ekstinsiyon katsayisi olarak kullanilmistir (Temizkan ve Arda, 2008; Hephizli,
2011). Bu deger, ornekteki enzim 0nitesinin (U) bulunmasinda kullanilarak

hesaplanmistir (Temizkan ve Arda, 2008).

_ Vexd A/dex1000xsul endirmaf ak tori

U gAxVexd

Burada:
U= Ornekteki enzim (initesi;
e\= absorbsiyon katsayist;
d= kuvetin 11k yolu;
dA/dt= birim zamanda absorbans degisimi;
Vt= reaksiyon karigiminin toplam hacmi,
Vs= drnek hacmi
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Enzim aktivite ise U/mg proteinden hesaplanmastir.

3.2.7.3. Glutatyon-S-transferaz (GST) Enzim Aktivitesinin Tayini

1-kloro-2,4-dinitrobenzen  (CDNB)”  nin  rediikte  glutatyon ile
konjugasyonunu katalize eden toplam GST aktivitesinin d&lcllmesi ile tespit
edilmistir. 340 nm’ de absorbansdaki degisiklik kaydedilmis ve enzim aktivitesi
molar ekstinksiyon katsayisi (€) 9.6 mM™ cm™ olarak kullanilarak mmol konjuge
CDNB/dk/mg protein olarak hesaplanmistir (Habig ve ark, 1974).

Cozeltiler

a. KH,PO,/K,HPO, tamponu (0,2 M; pH: 7.9)

KH,PO, 68,059 (0.2 M)
Tartim isleminden sonra 500 mL’ ye tamamlanmustir.
K,HPO, 3484g (0.2 M)

Tartim isleminden sonra 1000 mL’ ye tamamlanmustir.
Fosfat tamponu: 0.2 M K,HPO, ¢dzeltisinden 980 mL alinmis, Uzerine pH 7.9
oluncaya kadar (yaklasik 20 mL) 0.2 M KH,PO, ¢6zeltisinden ilave edilmistir.

b. CDNB (0.2 mM, oda sicakhginda)

Toplam 25 mL’ lik ¢Ozelti igin;

0,04135 g CDNB 10 mL etanolde ¢oziliip, vortekslenmistir. Uzerine 15 mL ultra
saf su ilave edilmis ve oda sicakliginda saklamstir.

c. GSH

0,01255 g GSH 5 mL ultra saf suda ¢ozilmdistar.
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Orneklerin 6lgtlmesi

Cizelge 3.5. Orneklerin GST aktivitelerinin dlguilmesi

Solisyon Hacim (ul)

Fosfat tamponu 1850

CDNB 50
GSH 50
Ornek 50
Total 2000

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi
[(As4o nm dkt /€) X (Ve Vsmex)] ! reaksiyon zamani = mmol. dk*
Asgo nm min™ = absorbans
¢ = CNDB konjugatinin ekstinksiyon katsayist = 9.6 mM™ cm™
Viavet = Reaksiyona giren toplam hacim 2000 pL
Vemek = Ornek hacmi= 50 pL
Reaksiyon siresi = 1 dakika
[(Asso nm/ 9.6) X (2000 pl /50 pl)]/ 1 dk = A mmol. dk™
GST aktivitesi=A/Total protein miktar1 (mg/mL) = mmol konjuge CDNB dk™*.mg"

! protein

3.2.8. Total Protein Miktarimin Belirlenmesi

Bradford yontemi, proteinlerde bulunan arjinin, triptofan, tirozin, histidin ve
fenilalanin gibi aminoasit rezidilerinin, Coomassie brillant blue G-250 boyasina
baglanmasiyla mavi renkli kompleks olusmas: esasina dayanir. Renklendirilmis

cozeltinin absorbansi 595 nm’de 6lculur (Bradford, 1976).
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Standart grafigin hazirlanmasi

Bovin serum alblimin (BSA) kullanilarak 1 mg/mL’ lik stok protein ¢Ozeltisi
hazirlanmistir. Stok protein ¢ozeltisi 0, 10, 20, 30 ve 50 pg/L derisimlerinde
seyreltilerek standart protein ¢ozeltileri hazirlanmistir. Ornek protein derisimlerinin
Olctlmesinde kullanilan yontem ile bu standartlarin absorbans degerleri belirlenmis

ve standart grafigin olusturulmasinda kullanilmistir. Cozeltiler hazirlandiktan sonra

5 saniye vortekste karigtirilmigtir.

Cizelge 3.6. Standart protein ¢ozeltileri

Konsantrasyon 0 10 20 30 50
(Mo/L)

BSA (ml) 0 0,05 0,1 0,15 0,25
Ultrasafsu (ml) |5 4,95 4,9 4,85 4,75

Bradford reaktifinin hazirlanmasi

10 ml Bradford reaktifi tizerine 40 ml ultra saf su eklenerek hazirlanmustir.

Orneklerin hazirlanmasi

Dokularin homojenizsayonu sonucunda elde edilen supernatantlar ilk énce 1/100

oraninda seyreltilmis, daha sonra tekrar 1/5 oraninda seyreltilmistir.

1.seyreltme: 1/100; 990 pl ultra saf su

10 pl drnek

2.seyreltme: 1/5; 200 pl ultra saf su

50 pl 1/100 oraninda seyreltme yapilmis 6rnek

Standartlarin ve 6érneklerin okunmasi

Hazirlanan standart ¢ozeltilerden baska bir tlpe 250 ul eklenmis, Uzerine

750 pl Bradford reaktifi ilave edilmistir. Cozeltiler vorteks ile ¢alkalandiktan sonra
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15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu slre sonunda ornekler 595 nm
absorbansta spektrofotometrede okunmustur.

Orneklerin protein miktarlarinin tayininde ise, seyreltilmis supernatantlardan
250 pl alinarak Uzerlerine 750 pl Bradford reaktifi ilave edilmistir. Cozeltiler
vorteks ile calkalandiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siire
sonunda ornekler 595 nm absorbansta spektrofotometrede okunmustur. Koér olarak

ornekle ayn1 miktarda ultra saf su kullanilmastir.
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Sekil 3.7. Protein derigimi ve absorbans arasindaki dogrusal iliski

3.2.9. G. mellonella Larvalarinin Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi
3.2.9.1. Diferansiyel Hemosit Sayisi

Hemolenf elde edebilmek icin son evre larvalar -20°C’de 3 dakika
bekletilerek hareketlerinin yavaslamas: saglandi. Larvalar %95’lik etanol ile
silindikten sonra, birinci arka bacak tstiinden ince uglu diseksiyon ignesi ile delinip
mikrokapiler tip (SIGMA) yardimiyla 5 pl hemolenf elde edildi. Hemolenf
melanizasyona izin vermeden hizli bir sekilde daha 6nce alkolle temizlenmis

lamlar Uzerine alinarak yayildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Lamlarin
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kurumasin: takiben hemositlerin fiksasyonu icin lamlar 5 dakika sure ile metanol:
asetik asit (3:1) cozeltisi icinde bekletildi ve c¢oOzelti Uzerlerinden akitilarak
kurumaya birakildi. Hemositlerin boyanabilmesi igin taze olarak hazirlanan
Giemsa boya ¢ozeltisi kullanildi. Boyama ¢ozeltisinin hazirlanabilmesi igin, 3 ml
giemsa boya solisyonu (MERCK Giemsa’s Azure Eosine Methylene Blue
Solution), icerisinde 57 ml PBS (pH 7.4) bulunan lam boyama kaplarina yavasga
damlatilarak karistirildi ve 10 dakika bekletildi. Tespit isleminden sonra kurutulan
lamlar giemsa boya c¢Ozeltisi icine alinarak 15 dakika suresince boyanmalar
saglandi. Boyanma suresi sonunda lamlar saf su ile yikandi, en son PBS (Fosfat
buffer saline, Sigma) *den gecirildi. Kuruma isleminden sonra ksilolden gegirilerek
tekrar kurumaya birakildi. Daha sonra, entellan ile kapatilarak Leica DM750 marka

mikroskopta hemosit tipleri belirlenerek sayim islemi yapild:.

3.2.9.2. Total Hemosit sayisi

Elde edilen hemolenf érneginden 4 ul alinarak, buz tizerinde bekletilen ve
icerisinde 36 pl antikoagulant (0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na2EDTA
ve 0,041 M Sitrik asit, pH = 4,5) bulunan ependorf tiiplerine aktarilmistir. 1:10
oraminda seyreltme yapilan hiicre stspansiyonundan 10 pl ahinarak Neubauer
hemositometresine yiklenmistir. Hemositler, Leica DM750 marka mikroskopta
sayilarak, bir mililitre hemolenfteki hemosit sayist belirlenmistir. Sayilan
hemositler, Jones (1962) methodu kullanilarak hesaplanmistir.

Neubauer hemositometresi, zerinde iki farkli sayim alanit bulunan ve bu
sayim alanlarinin bir gukurlukla birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir sayim
alaninda koselerde dort tane 1 mm? 'lik bélimler (biyik kareler) bulunur. Bunlar
16 tane orta bilyukliikte kareye ayrilmistir (1/4 x 1/4 = 1/16 mm?). Ortada bulunan
blylk kare ise 25 tane orta buyuklikte kareye ayrilmistir. Orta buyuklikteki
karelerin etrafi ¢ift cizgi ile gevrilmistir. Her bir orta kare de 16 kiguk kareye

bélunmustir. Boylece, ortadaki alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiglk kare
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vardir. Bir kiigik karenin alani 1/20 x 1/20 = 1/400 mm? 'dir. Sayim alan: disinda
kalan kenarlar, sayim alam yiizeyinden 0,1 mm yiksektir. Sayim alan: (izerine
hemositometrenin lameli konulunca, lamel ile sayim alam yiizeyi arasinda 0,1
mm'lik bir bosluk kalir. Boylece lam ve lamel arasinda kalan her karenin hacmi
hesaplanabilir.

—— -

O0F mm,

L o
|

0.Z5 mm .

'T_

Sekil 3.8. Neubauer Hemositometresi

Hesaplama islemi asagidaki formiile gére yapihr. En biyik (1mm? 'lik)
karenin hacmi = 1 X 1 X 0,1 = 0,1 mm® 0,1 mm® = 0,0001 cm® = 0,0001 ml’dir.
Deney gruplarinda hemositometre laminindaki 1 mm? ’lik biiyiik karenin tamami
sayilarak toplam hemosit sayilar: belirlendi. Mililitredeki toplam hemosit sayisinin
hesaplanmasi icin asagidaki formdlden yararlanildu:

Hiicre sayisi/ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayist x 10*

3.2.10. istatistiksel Analizler
Kontrol grubu ve insektisit uygulanmis gruplar arasindaki istatistiksel veriler
SPSS 21.0 bilgisayar programinda SNK testi kullanilarak degerlendirilmistir.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. insektisitlerin LDs, Degerlerinin Belirlenmesi

G. mellonella 5. evre larvalari icin LDsq degerleri SPSS 21.00 istatistik veri
programinda Probit Analizi kullanilarak hesaplanmistir. Besinci evre G. mellonella
larvalar1 igin pyriproxyfenin 72 saatlik sure sonunda LDs, degeri 2385 pg/ml olarak
belirlenmistir. %95’lik glvenirlik limitleri 1845-3228 pg/ml degerleri arasinda
tespit edilmistir.

B. thuringiensis’ in 10.000 pg/ml konsantrasyonun uygulandigi grupta, 72
saat sonunda %100 o6lum go6zlenmistir. G. mellonella 5. evre larvalarina B.
thuringiensis’ in toksik etkisi ile ilgili testlerden elde edilen veriler, SPSS 21.00
istatistik veri programinda Probit Analizi ile degerlendirilmis ve LDs, degeri 359
pg/ml olarak belirlenmistir. %95’lik guvenirlik limitleri 45-3460 pg/ml degerleri
arasinda tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. G. mellonella larvalar: icin pyriproxyfen biyodenemelerinin toksisite

sonuglar
Pyriproxyfen
Letal Konsantrasyon %95 Gliven
Konsantrasyon (ug/ml) Arahg (ug/ml)
LD 10.00 1044 142-1506
LD 15.00 1223 243-1665
LD 20.00 1386 371-1809
LD 30.00 1701 728-2098
LD 40.00 2026 1247-2476
LD 50.00 2385 1845-3228
LD 80.00 4104 3098-17045
LD 90.00 5450 3713-44502
LD 95.00 6888 4287-98868
LD 99.00 10688 5583-166257
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Cizelge 4.2. G. mellonella larvalari igin B. thuringiensis biyodenemelerinin
toksisite sonuclar

Bacillus thuringiensis
Letal Konsantrasyon %95 Glven Arahgi
Konsantrasyon (ug/ml) (Mg/ml)

LD 10.00 14 0.002-84

LD 15.00 26 0.018-132

LD 20.00 43 0.096-197

LD 30.00 95 1.341-424

LD 40.00 189 10-1037

LD 50.00 359 45-3460

LD 80.00 2997 633-6246

LD 90.00 9090 1452-12347

LD 95.00 12719 2696-27567

LD 99.00 22667 8025-83912

4.1.2. MDA Miktari

Hemolenfteki MDA miktarinda denenen tiim gruplarda, 24 ve 48 saatlik etki
stirelerinde kontrole oranla azalma gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.3). 24 saatlik
etki siiresinde kontrole oranla meydana gelen bu azalmanin pyriproxyfen, B.
thuringiensis ve karisim uygulamalarinda sirasiyla %82, %50 ve %90 oranlarinda
oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik etki stresinde, bu azalma oranlari sirasiyla %67,
%79 ve %74 olarak belirlenmistir. Uygulamamin 72 saatlik etki sdresinde ise,
MDA miktarinda kontrole gore tum uygulama gruplarinda artis meydana geldigi
tespit edilmistir (p<0,05). Karigim uygulamas: yapilan gruptaki MDA miktari, 24
saatlik etki suresinde tek baslarina pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulanan
gruplara oranla azalmigtir (sirasiyla, %44 ve %80,1). 48 saatlik etki siresinde
karistm uygulamas: yapilan gruptaki MDA miktari, pyriproxyfen uygulamasi
yapilan gruba oranla %18,2 azalmis, B. thuringiensis uygulamas: yapilan gruba

oranla %27,8 artmustir.
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Silreye bagli olarak, tek basina pyriproxyfen uygulanan gruplarda ve karisim
uygulamas: yapilan gruplarda hemolenfteki MDA miktarinda artis meydana
gelmistir (p<0,05) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. G. mellonella’ nin hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin stireye bagli olarak
MDA miktar: Gzerine etkileri (Ort£S.H).

MDA MIKTARI (nmol/mg protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X £sX* X £sX* X £sX*
Kontrol 64,763+0,999 aA 34,584+0,331 aB | 10,932+0,313 aC
Pyr 11,538+0,460 bA 11,539+0,488 bA | 70,238+0,668 bB
Bt 32,506+0,772 cA 7,390+£0,638 cB | 35,571+0,461 cC
Pyr+Bt (1:1) 6,463+0,342 dA 9,444+0,832 dB | 22,815+0,609 dC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Orta barsaktaki MDA miktarinda 24 saatlik etki siiresinde, kontrole oranla
artts meydana geldigi gozlenmis, pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisim
uygulamasi yapilan gruplarda artis orani sirasiyla %128, %48 ve %90 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.4). 48 saatlik etki siresinde, pyriproxyfen ve karigim
uygulamas: yapilan gruplarda sirasiyla %20 ve %5 oraninda, 72 saatlik etki
sliresinde sadece pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta kontrole oranla %17
oraminda azalma meydana geldigi tespit edilmistir (p<0,05). 48 saatlik etki
siresinde, B. thuringiensis uygulamas: yapilan gruplarda %10 oraninda kontrole
oranla artis gozlenmistir. 72 saatlik etki siiresinde B. thuringiensis ve karisim
uygulamasi yapilan gruplarda ise, %76 ve %18 oraninda artis meydana gelmistir
(p<0,05).

Sureye bagl olarak, pyriproxyfen ve karisim uygulamas: yapilan gruplarda

istatistiki acidan 6énemli bir azalma meydana geldigi belirlenmis, B. thuringiensis
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uygulanan grupta MDA miktarinda sireye baglh olarak istatistiki acidan bir fark

gozlenmemistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin stireye bagli olarak
MDA miktar Gzerine etkileri (Ort£S.H).

MDA MIKTARI (nmol/mg protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X +sX* X +sx* X £sx*
Kontrol 21,150+1,386 aA | 20,980+1,532 aA | 17,612+1,001 aA
Pyr 48,225+2,179 cA | 16,898+3,675 aB | 14,143+0,766 bB
Bt 31,660+4,861 bA | 22,816+2,357 aA | 27,510+£0,943 cA
Pyr+Bt (1:1) 40,980+0,825 cA | 19,483+1,473 aB | 20,571+0,471 dB

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullamlmstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardur.

Yag dokudaki MDA miktarinda 24 saatlik etki slresinde kontrole oranla tiim
uygulama gruplarinda sirasiyla %203, %138 ve %54 oranlarinda artis meydana
geldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5). 48 saatlik etki suiresinde pyriproxyfen ve B.
thuringiensis uygulamas: yapilan her iki grupta da %48 azalma meydana geldigi
belirlenmistir. 72 saatlik etki slresinde ise, kontrole oranla sirasiyla %36, %50 ve
%27 oranlarinda azalma oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Insektisitlerin ve karisimlarimn sireye bagl etkisi incelendiginde, tim
uygulama gruplarinda azalma meydana geldigi belirlenmis ve bu azalma istatistiki

acidan 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. G. mellonella’ nin yag dokusunda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin sireye bagh olarak
MDA miktar1 Gizerine etkileri (Ort£S.H).

MDA MIKTARI (nmol/mg protein)
Insektisit 24 48 72
(ug/mL) X £sxX* X +sx* X X *
Kontrol 26,898+2,121 aA 23,565+2,657 aA | 22,204+3,910 aA
Pyr 79,449+4,419 bA | 12,340+1,556 bB | 14,517+2,243 abB
Bt 62,156+5,448 cA 12,136+1,361 bB | 11,286+0,530 bB
Pyr+Bt (1:1) 40,874+1,481 dA | 22,612+1,650 aB | 16,489+1,359 abC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyuk harfler ise streler arasi ayrimi gdstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Sekil 4.1. Devamu
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Sekil 4.1. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin 24,

48 ve 72 saat sureler etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta
barsak, yag doku dokularindaki MDA miktarindaki degisimler
(nmol/mg protein)
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4.1.3. Antioksidan Enzim Aktiviteleri
4.1.3.1. SOD Enzim Aktivitesi

Hemolenfteki SOD aktivitesinde 24 saatlik etki slresinde pyriproxyfen
uygulanan gruplarda kontrole oranla artis gézlenirken, B. thuringiensis ve karisim
uygulamalarinda azalma meydana geldigi belirlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.6). 48
saatlik etki stresinde hemolenfdeki SOD aktivitesinde insektisitlerin tek basina ve
karisim halindeki uygulamalarinda kontrole oranla degisim gdzlenmezken
(p>0.05), 72 saatlik etki siiresinde ise uygulama gruplarinda kontrole gore artis
meydana gelmistir (p<0.05). Uygulamadan 72 saat sonra, SOD aktivitesinde
karisim uygulamas: yapilan grupta, insektisitlerin tek basina uygulandigi gruplara
gore, sirasiyla %8,65 ve %8,69 oranlarinda artis meydana geldigi g6zlenmistir.

Sureye bagli olarak, tek basina pyriproxyfen uygulanan gruplarda
hemolenfdeki SOD aktivitesi azalma gdsterirken, B. thuringiensis uygulanan

gruplarda ve karisimda herhangi bir degisim gézlenmemistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. G. mellonella’ nin hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin sireye baglh olarak
SOD enzim aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

SOD AKTIVITESI (U mg™ protein)

insektisit

24 saat 48 saat 72 saat
(g/mL) X +5X* X +5X* X +5X*
Kontrol 115,951+4,092 aA 99,143+2,358 aB 94,984+3,991 aB
Pyr 126,567+4,317 bA 110,581+2,249 aB 101,790+3,949 abB
Bt 101,937+0,359 cA 101,964+3,620 aA 101,748+0,074 abA
Pyr+Bt (1:1) 106,032+2,130 acA | 108,271+3,877 aA 110,592+2,140 bA

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi goéstermek
amaciyla kullanilmigstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Orta barsaktaki SOD aktivitesinde, 24 saatlik etki suresinde pyriproxyfen ve
B. thuringiensis’in tek basina ve karisim halindeki uygulamalarinda kontrole oranla
artis gozlenirken, 48 saatlik etki suresinde B. thuringiensis ve karisim uygulanan
gruplarda kontrole oranla azalma gozlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.7). 72 saatlik
etki suresinde ise, tek basina B. thuringiensis uygulanan grupta kontrole oranla
artis meydana geldigi belirlenmistir. Karisim uygulamas: yapilan gruptaki SOD
aktivitesi, insektisitlerin tek basina uygulandig: gruplardaki aktivite sonuglar ile
karsilastirildiginda pyriproxyfen uygulamas: yapilan gruplarda, 24 ve 72 saatlik
etki surelerinde degisim gdzlenmezken (p>0.05), 48 saatlik etki suiresinde karisima
oranla artis (%29,5) meydana gelmistir (p<0.05). B. thuringiensis uygulanan
gruplar ile karsilastinldiginda ise, 24 saatlik etki siiresinde azalma (%8,30), 48 ve
72 saatlik etki strelerinde ise artis (sirasiyla, %19,7 ve %15,7) g6zlenmistir.

Sureye bagl degisimde ise, pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in LDsy
degerlerinin tek basina ve karisim halindeki uygulamalarinda orta barsaktaki SOD
aktivitesi, 48 saatlik etki suresinde 24 saatlik etkiye oranla azalma gosterirken, 72
saatlik etki suresinde, 48 saatlik etki siresine gore artis gdzlenmistir (p<0.05)
(Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDsy degerlerinin tek basina ve karigimlarinin sireye baglh olarak
SOD enzim aktivitesi tzerine etkileri (Ort+S.H)

SOD AKTIVITESI (U mg™ protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ng/mL) X £sX* X £sX* X £sX*
Kontrol 77,180+2,209 aA 81,479x0,732 aAB | 85,664+2,222 aB
Pyr 90,567+2,198 bA 76,824+2422 aB 85,856+£2,310 aA
Bt 81,303+0,095 abA | 67,539+0,737 bB 96,714+2,314 bC
Pyr+Bt (1:1) 88,052+3,969 bA 54,184+3,754 cB 81,562+0,140 aA

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardur.

Yag dokudaki SOD aktivitesinde 24 ve 48 saatlik etki strelerinde kontrole
oranla tum gruplarda herhangi bir degisim godzlenmezken, 72 saatlik suresinde
karigimin etkisinde kontrole oranla artis goézlenmistir (p<0.05) (Cizelge 4.8).
Karisim uygulamasi yapilan grupta, 72 saatlik etki suresinde pyriproxyfenin ve B.
thuringiensis’ in tek basina uygulandigi gruplardaki SOD aktivitesine gore artis
(sirasiyla, %11,6 ve %11,7) meydana geldigi gozlenmistir (p<0.05).

Insektisitlerin stireye bagh etkisinde, pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
tek baslarina uygulandig: gruplarda yag dokudaki SOD aktivitesinde herhangi bir
degisim gbzlenmezken, karisimda sireye bagl olarak artig gortlmustir (p<0.05)
(Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. G. mellonella’ nin yag dokuda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin stireye bagli olarak

SOD enzim aktivitesi tUzerine etkileri (Ort+S.H)

SOD AKTIVITESI (U mg™ protein)

insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(Mg/mL) X xsx* X xsx* X £sX*
Kontrol 91,097+2,287 aA 97,891+2,289 aA | 97,726+2,391 aA
Pyr 93,407+2,278 aA 95,596+3,931 aA | 97,979+2,304 aA
Bt 93,255+6,018 aA | 100,207+2,880 aA | 97,915+2,274 aA

Pyr+Bt (1:1)

97,769+2,275 aA

102,498+0,008 aB

109,378+0,013 bC

*SNK; Kicuk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardr.

L
B
L= =

100
B

o

&

=

q
2

1

L]

S0D aktivitesi (U. mg ' protein)

HEMOLENF

III 'II III
24 48 i

m Kontrol

Sekil 4.2. Devamu

u Pyr

Sire (saat)

Bt

72

mPyr+Bt (1:1)



4. BULGULAR VE TARTISMA Benay TUNCSOY

o
) Pod

o
=]

4

[N
= o

S0OD Aktivitesi (U. mg ' protain)
[ =]

e T
B =3

SO0 AKtivitesi (U. mg ' protein)

Sekil 4.2,

ORTABARSAK
1
I ()
L
24 48 T2
Sire (Saat)

Erontrol ® Pyr "Bt EPyr+Bi(1:1)

YAG DOKU
'lﬂl I | I . | I
24 48 T2
Sire {Saat)

®Kontrol & Pyr Bt mPyr+Bt(1:1)

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarimin hemolenf, orta barsak, yag
dokularinda 24, 48 ve 72 saat slrelerindeki SOD enzim aktivitesi (U
mg™ protein).
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4.1.2.2. CAT Enzim Aktivitesi

Hemolenfteki CAT aktivitesinde, 24 saatlik etki stiresinde pyriproxyfen
uygulanan gruplarda ve karisimda kontrole oranla azalma meydana gelirken, B.
thuringiensis uygulamas: yapilan grupta artis oldugu go6zlenmistir (p<0.05)
(Cizelge 4.9). 48 ve 72 saatlik etki sturesinde hemolenfdeki CAT aktivitesi,
uygulanan tim gruplarda kontrole oranla artis géstermistir. Karisimin uygulamasi
yapilan gruplarda, 24 saatlik etki stresinde hemolenfdeki CAT aktivitesi tek basina
pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulanan gruplara oranla azalma (%60,9 ve
%80,2) gosterirken, 48 saatlik etki siresinde tek basina pyriproxyfen uygulanan
gruplara oranla artis (%60,1) gostermis, tek basina B. thuringiensis uygulanan
gruplara oranla ise azalma (%19,5) gostermistir (p<0.05). Sireye bagli olarak,
insektisitlerin tek basina uygulanmas: sonucunda slireye bagli azalma gorillrken,

karisgm uygulamasi yapilan gruplarda 48 ve 72. saatlerde artis gdzlenmistir.

Cizelge 4.9. G. mellonella’ nin hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDsy degerlerinin tek basina ve karigimlarinin siireye bagli olarak
CAT enzim aktivitesi Uzerine etkileri (Ort+S.H).

CAT AKTIVITESI (umol dk™* mg™ protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(Mg/mL) X +5X* X +sX* X +sX*
Kontrol 88.328+3,732 aA | 24,841+1,359 aB | 35,052+2,035 aB
Pyr 75,658+2,456 bA | 48,878+4,137 bB | 42,160+2,850 bC
Bt 149,557+1,630 cA | 99,725+3,302 cB 61,430+0,508 cC
Pyr+Bt (1:1) 29,603+3,847 dA | 80,230+5,147 dB | 66,958+3,984 cB

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Orta barsaktaki CAT aktivitesi 24 ve 72 saatlik etki stirelerinde pyriproxyfen
ve B. thuringiensis’ in LDsydegerleri ile karisimin etkisinde kontrole oranla azalma

gostermistir (p<0.05) (Cizelge 4.10). 48 saatlik etki suresinde ise tim gruplarda
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kontrole oranla artis gozlenmistir. Uygulamadan 24 saat sonra karigimin etkisinde
orta barsaktaki CAT aktivitesinde, pyriroxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina
uygulandig: gruplara oranla azalma (sirasiyla %37,7 ve %50,7) meydana gelmistir.
Uygulamadan 48 saat sonra, pyriproxyfen uygulamas: yapilan gruba oranla artig
(%20,6), B. thuringiensis uygulanan gruba oranla ise azalma (%15,6) gdzlenmistir.
72 saatlik etki stresinde ise karistm uygulamas: yapilan gruplarda pyriproxyfenin
ve B. thuringiensis’ in tek basina uygulandig: gruplara oranla artis (sirasiyla, %24
ve %33,6) gostermistir (p<0.05). CAT aktivitesi Uzerine karigimin etkisinde,
insektisitlerin tek baslarina ve karisim halindeki uygulamalarinda 48 saatlik etki
sliresinde 24 saatlik etkiye oranla artis gozlenirken, 72 saatlik etkide ise azalma
gorilmistir (P<0.05).

Sureye bagli olarak, pyriproxyfen uygulamasi yapilan grupta CAT
aktivitesinde artis gorilurken, B. thuringiensis’ in tek basina uygulandig: gruplarda
48. saatte, karisgm uygulamasi yapilan grupta ise 48. ve 72. saatlerde artis meydana

gelmistir.

Cizelge 4.10. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDsg, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin siireye baglh olarak
CAT enzim aktivitesi Uzerine etkileri (Ort£S.H).

CAT AKTIVITESI (umol dk* mg™ protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) XxsxX* XxsxX* X xsxX*
Kontrol 492,54+18,835 aA | 475,260+£23,072 aB | 486,734+5,473 aA
Pyr 284,40+4,963 bA | 782,013+17,092 bA | 363,660+19,67 bC
Bt 359,55+1,043 cA | 942,865+11,631 cB | 337,412+2,939 bA
Pyr+Bt (1:1) 177,1941,802 dA | 796,120+28,591 dB | 450,789+2,421 cC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Yag dokudaki CAT aktivitesi, B. thuringiensis’ in LDs, degeri uygulanan
grupta, kontrole oranla belirlenen tiim stirelerde artmis, pyriproxyfenin LDs, degeri
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uygulanan grupta ve karisgimda 24 saatlik etki strelerinde azalirken, 48 ve 72
saatlik etki strelerinde artmistir (P<0.05) (Cizelge 4.11). Karigimin etkisinde yag
dokudaki CAT aktivitesi 24 saatlik etki suresinde, pyriproxyfen ve B. thuringiensis
uygulanan gruplara oranla azalma (sirasiyla, %74,8 ve %60,8) g6zlenmistir
(P<0.05). Uygulamadan 48 saat sonra, karisim uygulamas: yapilan gruptaki CAT
aktivitesi pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasi yapilan gruba oranla azalma
(sirasiyla, %73,7 ve %69,9) gostermistir. 72 saatlik etki siiresinde ise, karisim
uygulamas: yapilan gruptaki CAT aktivitesinde pyriproxyfen uygulanan gruba
oranla azalma (%133,5) gostermis, B. thuringiensis uygulanan gruba oranla ise
degisim gostermemistir (P>0.05).

Sureye bagh etkiler incelendiginde, pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta
slireye bagli olarak artis, B. thuringiensis uygulamas: yapilan grupta azalma
meydana geldigi tespit edilmistir. Karisim uygulamasi yapilan grupta ise 48. saatte

azalma, 72. saatte ise artis meydana gelmistir (P<0.05) (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. G. mellonella’ min yag dokuda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDso degerlerinin tek basina ve karisimlarinin siireye bagli olarak
CAT enzim aktivitesi Uzerine etkileri (Ort£S.H).

CAT AKTIVITESI (umol dk™* mg™ protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ng/mL) X +sX* X +5X* X +5X*
Kontrol 248,100£16,340 aA | 144,317+ 4,464 aB 99,028+ 0,844 aC
Pyr 179,401+11,883 bA | 259,009+14,369 bB | 401,049+17,209 bC
Bt 343,010+16,546 cA | 226,575+ 5,804 cB 194,564+11,396 cB
Pyr+Bt (1:1) | 134,300+7,325 dA 68,161+ 3,583 dB | 204,573+ 8,820 cC

*SNK; Kiglk harfler insektisitler arasi, buylk harfler ise sireler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardur.
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Sekil 4.3. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak, yag
dokularinda 24, 48 ve 72 saat siirelerindeki CAT enzim aktivitesi (umol
dk™ mg™ protein).

4.1.2.3. GPx Enzim Aktivitesi

Hemolenfteki 24 ve 48 saatlik etki surelerinde GPx aktivitesi, pyriproxyfen
uygulanan grupta ve karisimda kontrole oranla azalma gosterirken, B. thuringiensis
uygulanan grupta 48 saatlik etki slresinde kontrole oranla artis gdéstermistir
(Cizelge 4.12). Karisimin 24 saatlik etki suresinde, hemolenfdeki GPx aktivitesi B.
thuringiensis uygulanan gruba oranla azalmis (%13,4), 48 saatlik etki sliresinde
pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulanan gruplara oranla azalma (sirasiyla,
%27,9 ve %61,7) gostermistir. 72 saatlik etki suresinde ise karistmin hemolenfteki
GPx aktivitesi insektisitlerin tek basina uygulandig: gruplara oranla artis (sirasiyla,
%39,5 ve %49,1) gostermistir (p<0.05). Insektisitlerin siireye bagli etkileri
karsilastirildiginda, tek basina pyriproxyfen uygulanan grupta, hemolenfdeki GPx
aktivitesinde artis meydana gelmistir. B. thuringiensis uygulamasinin siireye bagl

etkisinde, 48. saatte artis tespit edilmistir. Karisim uygulamasinda ise, sureye bagl
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olarak 24 saatlik etki slresine oranla 48. saatte azalma, 72. saatte ise artis meydana

geldigi belirlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.12. G. mellonella’ min hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin stireye bagli olarak GPx
enzim aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

GPx AKTIVITESI (nmol dk™* mg™ protein)
insektisit
24 saat 48 saat 72 saat
(Hg/mL) X £5X* X £5X* X £5X*
Kontrol 30,154+1,440 aA | 40,702+0,335 aB | 25,209+2,746 aA
Pyr 24,566+0,950 bA | 25,162+1,293 bA | 29,689+0,930 aB
Bt 29,414+0,779 aA | 47,341+0,521 cB | 27,761+0,533 aA
25,470+0,700 bA | 18,144+1,645 dB | 41,411+0,403 bC
Pyr+Bt (1:1)

*SNK; Kiglk harfler insektisitler arasi, biyuk harfler ise sureler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmigstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardr.

Orta barsaktaki GPx aktivitesi 24 saatlik etki siiresinde B. thuringiensis
uygulanan grupta kontrole oranla azalma, karistm uygulanan grupta ise artis
meydana gelmistir (Cizelge 4.13). 48 saatlik etki stiresinde tim gruplarda kontrole
oranla azalma gozlenirken, 72 saatlik etki suresinde ise, B. thuringiensis ve karisim
uygulanan gruplarda kontrole oranla azalma oldugu belirlenmistir (p<0.05).
Karisimin etkisinde, orta barsaktaki GPx aktivitesi 24 saatlik etki silresinde
pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulanan gruplara oranla artis (sirasiyla, %200
ve %321,4) gostermistir. Karistm uygulamas: yapilan gruptaki GPx aktivitesi,
pyriproxyfen uygulamas: yapilan gruba oranla 48 saatlik etki suresinde artis
(%34,7), 72 saatlik etki suresinde ise azalma (%66) meydana gelmistir.

Slreye bagh olarak, tek basina pyriproxyfen uygulanan grupta GPXx
aktivitesi 48 saatlik etki siiresinde 24 saatlik etki siiresine oranla azalmis, 72 saatlik

etki stresinde ise artmistir. Tek basina B. thuringiensis uygulanan grupta 48 saatlik
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etki suresinde 24 saatlik etki siresine oranla artmistir. Karisimin siireye bagl

etkisinde ise azalma meydana gelmistir (Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDs, degerlerinin tek basina ve karisgimlarinin siireye bagl olarak
GPx enzim aktivitesi izerine etkileri (OrtxS.H).

GPx AKTIVITESI (nmol dk™* mg™ protein)

insektisit

24 saat 48 saat 72 saat
(hg/mL) X +sX* X +sX* X +sX*
Kontrol 33,642+1,321 aA 45,993+2,175 aB | 44,542+0,045 aB
Pyr 29,083+1,689 aAB 20,829+1,100 bA | 38,895+4,758 aB
Bt 20,715+1,640 bA 27,324+0,340 cB | 19,358+1,626 bA
Pyr+Bt (1:1) 87,304+2,646 cA 28,052+0,760 cB | 13,214+0,543 bC

*SNK; Kiglk harfler insektisitler arasi, buylk harfler ise sireler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardur.

Yag dokudaki GPx aktivitesi 24 saatlik etki suresinde B. thuringiensis’in tek
basina uygulandigi grupta kontrole oranla azalirken, karisim uygulanan grupta artis
gostermistir (P<0.05) (Cizelge 4.14). 48 ve 72 saatlik etki surelerinde kontrole
oranla tim gruplarda degisim gozlenmemistir (p>0.05). Karisim uygulamasi
yapilan gruptaki GPx aktivitesi, 24 saatlik etki siiresinde tek baslarina pyriproxyfen
ve B. thuringiensis uygulanan gruplara oranla artmigtir (sirasiyla, %18,3 ve
%140,9).

Siireye bagh olarak, insektisitlerin tek baslarina uygulandig: gruplarda yag
dokudaki GPx aktivitesi artis gosterirken, karisgmda herhangi bir degisim
gozlenmemistir (P>0.05) (Cizelge 4.14).

Yaptigimiz calismada, 72 saat sonunda SOD aktivitesi, uygulanan tim
konsantrasyonlarda ve karisimda G. mellonella larvalarinin hemolenfinde en

yuksek aktivite gosterirken, CAT aktivitesi hemolenfte en diisuk seviyededir. GPx
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aktivitesi ise, G. mellonella larvalarinin yag dokusunda tim konsantrasyonlarda ve

karsimda en yiiksek aktivitenin g6zlendigi dokudur.

Cizelge 4.14. G. mellonella’ nin yag dokuda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin siireye bagl olarak

GPx enzim aktivitesi tzerine etkileri (OrtxS.H).
GPx AKTIVITESI (nmol dk™* mg™ protein)

insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X £sxX* X £sxX* X £sx*
Kontrol 40,497+1,482 aA | 42,088+1,302 aA | 48,752+1,147 aB
Pyr 39,869+1,489 aA | 44,088+0,559 aB | 46,949+0,378 aB
Bt 19,581+1,668 bA | 40,819+0,559 aB | 49,490+0,372 aC
Pyr+Bt (1:1) 47,168+ 2,394 cA | 43,397+£1,301 aA | 51,293+2,500 aA

*SNK; Kiglk harfler insektisitler arasi, blylk harfler ise sureler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Sekil 4.4. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak, yag doku
dokularinda 24, 48 ve 72 saat surelerindeki GPx enzim aktivitesi (nmol
dk* mg™* protein).
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4.1.4. Detoksifikasyon Enzim Aktivitelerinin Tayini
4.1.4.1. AChE Enzim Aktivitesi
G. mellonella hemolenfindeki AChE aktivitesinde 24 saatlik etki suresinde

pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta artis gorulirken, B. thuringiensis
uygulanan grupta kontrole gore azalma meydana gelmistir (Cizelge 4.15). 72
saatlik etki suresinde ise, B. thuringiensis uygulamas: yapilan grupta azalma,
pyriproxyfen ve karisim uygulamasi yapilan gruplarda ise, artis tespit edilmistir.

Slreye bagl olarak, tim uygulama gruplarinda 48 ve 72 saatlik etki
stirelerinde 24 saatlik etkiye oranla azalma meydana geldigi belirlenmistir

(p<0,05).

Cizelge 4.15. G. mellonella’ nin hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin sireye bagh olarak
AChE aktivitesi Uzerine etkileri (Ort£S.H).

AChE AKTIVITESI (U/dk/mg protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X +sx* X £sx* X £sX*
Kontrol 105,360+1,542 aA | 67,593+3,240 aB | 40,535+0,230 aC
Pyr 133,001+1,596 bA | 50,781+3,292 aB | 45,340+0,162 bB
Bt 77,416+5,126 cA | 50,994+3,262 aB | 16,653+0,216 cC
Pyr+Bt (1:1) 94,001+4,933 aA | 52,640+5,012 aB | 84,052+0,355 dA

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Orta barsaktaki 24 saatlik etki stresinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
pyriproxyfen ve karisim uygulamas: yapilan gruplarda artis tespit edilmis, buna
karsilik 48 saatlik etki siresinde aymi uygulama gruplarinda azalma meydana
geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.16). B. thuringiensis uygulamasi yapilan grupta ise
24 saatlik etki suresinde istatistiki ayrim gozlenmemistir (p>0.05). Uygulamanin

72 saatlik etki suresinde, pyriproxyfen ve B. thuringiensis tek basina ve
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karigtmlarinin  uygulandigi gruplarda, AChE aktivitesinde kontrole gore artis
oldugu belirlenmistir. Sureye bagh olarak, tim uygulama gruplarinda 48 ve 72
saatlik etki surelerinde 24 saatlik etkiye oranla azalma meydana geldigi
belirlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.16. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin siireye bagl olarak
AChE aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

AChE AKTIVITESI (U/dk/mg protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X +sX* X £sx* X £sx*
Kontrol 105,074+1,663 aA | 67,894+3,210 abB 31,947+4,998 aC
Pyr 133,124+1,725 bA | 50,843+3,339 aB 47,068+3,748 bB
Bt 101,625+3,219 aA | 76,930+5,037 bB 50,597+3,187 bC
Pyr+Bt (1:1) 118,629+3,276 cA | 52,704+4,979 aB 34,014+0,050 aC

*SNK; Kiglk harfler insektisitler arasi, buylk harfler ise sireler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardur.

G. mellonella larvalarinin yag dokusunda 24 saatlik etki slresinde
pyriproxyfen ve karistm uygulamalarinda AChE aktivitesinde kontrol grubuna
oranla artis meydana gelirken, 48 saatlik etki suresinde pyriproxyfen ve karisim
uygulamalarinda azalma, B. thuringiensis uygulamasinda artis meydana geldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.17). Uygulamanin 72 saatlik etki slresinde ise,
pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta kontrole gore azalma gorilmustir
(p<0.05). Siireye bagl olarak, tim uygulama gruplarinda 48 ve 72 saatlik etki
strelerinde 24 saatlik etkiye oranla azalma meydana geldigi belirlenmistir

(p<0,05).
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Cizelge 4.17. G. mellonella’ nin yag dokusunda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDsy degerlerinin tek basina ve karigimlarimin etkisinde streye
bagli AChE aktiviteleri (Ort+S.H).

AChE AKTIVITESI (U/dk/mg protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(Hg/mL) X +sx* X +sx* X +sx*
Kontrol 105,331+1,657 aA | 68,296+3,290 abB | 39,823+3,311 aC
Pyr 133,347+1,666 bA | 51,212+3,279 aB 32,280+1,899 bC
Bt 102,353+3,283 aA | 77,812+5,025 bB 42,694+1,642 aC
Pyr+Bt (1:1) 119,376+3,360 cA | 53,147+5,019 aB | 42,721+1,642 aB

*SNK; Kiciuk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise sireler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardr.

Insektisitlerin ve karisimlarinin siireye baglh etkisi incelendiginde, G.
mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve yag dokularindaki AChE aktivitesi
etki surelerindeki artisa bagli olarak azalma gostermistir. Bu azalma istatistiki
acidan tim uygulama gruplarinda 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisimlarinin etkisine maruz birakilan G.
mellonella 5. evre larvalarinin hemolenfinde AChE aktivitesinde, uygulamadan 24
saat sonra sirasiyla %25 ve %13 oraninda inhibisyon meydana gelmistir. 48 saatlik
etki sliresinde pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisim uygulamalarinda sirasiyla
%25, %25 ve %23 oranlarinda inhibisyon, 72 saatlik etki slresinde ise sadece
pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulanan gruplarda sirasiyla %18 ve %73
oraninda inhibisyon meydana gelmistir. G. mellonella larvalarinin orta barsaginda
uygulamadan 24 saat sonra sadece B. thuringiensis uygulanan grupta %5 oraninda
inhibisyon meydana geldigi belirlenmistir. 48 saatlik etki stresinde, pyriproxyfen
ve karigim uygulamas: yapilan gruplarda sirastyla %25 ve %78 oraninda inhibisyon
gorulmustar.

Yag dokuda ise, 24 saatlik etki slresinde B. thuringiensis uygulamasi

yapilan grupta %5 oraninda, 48 saatlik etki siiresinde ise, pyriproxyfen ve karisim
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uygulamas: yapilan gruplarda sirasiyla %25 ve %23 oranlarinda inhibisyon

meydana gelmistir.
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Sekil 4.5. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karisimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve yag
dokuda 24, 48 ve 72 saat slrelerindeki AChE aktivitesi (U/dk/mg
protein)

4.1.4.2. GST Enzim Aktivitesi
Hemolenfdeki GST aktivitesinde 24 saatlik etki siiresinde, kontrole oranla
tim uygulama gruplarinda azalma meydana geldigi tespit edilmistir (p<0,05)
(Cizelge 4.18). Bu azalma sirasiyla %51,06, %13,53 ve %82,11 olarak
belirlenmistir. 48 saatlik etki slresinde hemolenfdeki GST aktivitesi,
pyriproxyfenin tek basina ve karisim halinde uygulamas: yapilan gruplarda
kontrole gore azalma gozlenirken (sirasiyla %60,74 ve %78,27), B. thuringiensis
uygulamas: yapilan grupta artis meydana gelmistir (p<0,05). 72 saatlik etki
sliresinde ise, pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek basina uygulandig: gruplarda
artis (%6,51 ve %48), karisim halinde yapilan uygulama gruplarinda ise azalma
oldugu tespit edilmistir (%57,54) (p<0,05).
Slreye baglh olarak, tim uygulama gruplarinda 48 saatlik etki stresinde 24
saatliki etkiye oranla azalma gosterirken, 72 saatlik etki sirelerinde artis

gozlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.18).
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Cizelge 4.18. G. mellonella’ min hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin sireye bagh olarak

GST aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

GST AKTIVITESI (mmol dk*.mg™ protein)

insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X £sX* X +sx* X +sx*
Kontrol 0,1079+0,00102 aA | 0,04051+0,0010 aB | 0,0829+0,0010 aC
Pyr 0,0528+0,0020 bA | 0,0159+0,0010 bB | 0,0883+0,0020 bC
Bt

0,0933+0,0010 cA

0,0588+0,0010 cB

0,1227+0,0010 cC

Pyr+Bt (1:1)

0,0193+0,0010 dA

0,0088+0,0010 dB

0,0352+0,0020 dC

*SNK; Kugtk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise siireler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmugstir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardur.

Orta barsaktaki GST aktivitesinde, 24 saatlik etki slresinde pyriproxyfenin
tek basina ve karisgtm halindeki uygulama yapilan gruplarinda kontrole gére azalma
gozlenirken (%25,81 ve %44,72), B. thuringiensis’ in tek basina uygulandig:
grupta istatistiki acidan 6nemli olmayan artis meydana gelmistir (%1,63) (p>0,05)
(Cizelge 4.19). 48 saatlik etki siiresinde, tim uygulama gruplarinda kontrole gére
artis oldugu belirlenmistir (p<0,05). 72 saatlik etki stiresinde ise, meydana gelen
artis ve azalis miktarlart nemsiz bulunmustur (p>0,05).

Sureye bagli olarak, pyriproxyfenin tek basina uygulandigi grupta 48 saatlik
etki stresinde 24 saatlik etkiye oranla artis gozlenirken, 72 saatlik etki suresinde
azalma meydana gelmistir (p<0,05). B. thuringiensisin tek basina ve pyriproxyfen
ile karistm halinde uygulanan gruplarda ise sureye bagl olarak istatistiksel ayrim

gozlenmemistir (Cizelge 4.19).
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Cizelge 4.19. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDs, degerlerinin tek basina ve karisgimlarinin sireye bagl olarak
GST aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

GST AKTIVITESI (mmol dk.mg™ protein)
Insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(Hg/mL) X £sX* X £sX* X £sX*
Kontrol 0,4912+0,0826 aA 0,0159+0,0030 aB | 0,2870+0,0414 aC
Pyr 0,3644+0,0242 abA | 0,6001+0,0046 bB | 0,2401+0,0001 aC
Bt 0,4992+0,0149 aA 0,3376+0,0322 cA | 0,3785+0,1344 aA
Pyr+Bt (1:1) 0,2715+0,0599 bA 0,1835+0,0141 dA | 0,3334+0,0622 aA

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi goéstermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Yag dokudaki GST aktivitesinde, 24 saatlik etki stiresinde pyriproxyfen ve
karisgitm uygulamas: yapilan gruplarda kontrole gére azalma meydana gelirken, B.
thuringiensis uygulamas: yapilan grupta artis gozlenmistir (Cizelge 4.20). Fakat
sadece B. thuringiensis ve karisim uygulamalari yapilan gruplardaki artilar
istatistiki acidan énemli bulunmustur (%20,64 ve %49,56) (p<0,05). 48 saatlik etki
slresindeki  uygulama gruplarindaki azalma istatistiki agidan  dnemli
bulunmamustir. 72 saatlik etki siresinde ise, kontrole goére tiim uygulama
gruplarinda azalma oldugu g6zlenmistir. Bu azalma sirasiyla %61, %15,04 ve
%62,47 olarak tespit edilmistir.

Sureye bagh olarak, sadece pyriproxyfen uygulamasi yapilan grupta
istatistiksel agidan onemli dlzeyde azalma meydana gelmistir (p<0,05) (Cizelge
4.20).
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Cizelge 4.20. G. mellonella’ nin yag dokusunda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin siireye bagli olarak
GST aktivitesi Uzerine etkileri (Ort£S.H).

GST AKTIVITESI (mmol dk*.mg™ protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(hg/mL) X xsxX* XxsxX* XxsxX*
Kontrol 0,6245+0,0442 abA | 0,8092+0,2125 aA | 0,6072+0,0046 aA
Pyr 0,5002+0,0586 abA | 0,4090+0,0431 aA | 0,2368+0,0010 cB
Bt 0,7534+0,1313 bA 0,4816+0,0393 aA | 0,5159+0,0247 bA
Pyr+Bt (1:1) 0,3150+0,0654 aA 0,3571+0,0113 aA | 0,2279+0,0329 cA

*SNK; Kuguk harfler insektisitler arasi, blyuk harfler ise streler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Sekil 4.6. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarimin hemolenf, orta barsak ve yag
dokusunda 24, 48 ve 72 saat surelerindeki GST aktivitesi (mmol dk’
! mg™ protein)
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4.1.4.3. Cyt P450 monooksijenaz Enzim Aktivitesi

Hemolenfteki Sitokrom P450 aktivitesinde 24 saatlik etki sliresinde, kontrole
oranla pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta artis gozlenirken (%98,27), B.
thuringiensis ve karigim uygulamalarinda azalma meydana gelmistir (%26,40 ve
%24,16) (p<0,05) (Cizelge 4.21). 48 saatlik etki suresinde, pyriproxyfenin tek
basina uygulandigi grupta artis meydana gelirken (%70,21) B. thuringiensis ve
karisim uygulamalarinda azalma oldugu belirlenmistir (%35,85 ve %3,27).
(p<0,05). 72 saatlik etki stresinde ise, kontrol grubuna gore pyriproxyfen
uygulamas: yapilan grupta %212,95 oraninda artis meydana gelirken, B.
thuringiensis ve karisim uygulamalarinda sirasiyla %24,66 ve %3,93 oranlarinda
azalma tespit edilmistir (p<0,05).

Sureye bagl olarak, pyriproxyfen ve B. thuringiensis’in tek baslarina
uygulandigi gruplarda 48ve 72 saatlik etki siirelerinde 24 saatlik etki suresine gore
azalma meydana gelirken (p<0,05), karisim uygulamasi yapilan grupta streye bagl

olarak istatistiki ayrim belirlenmemistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. G. mellonella’ min hemolenfinde pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarimin streye baglh olarak
Sitokrom P450 aktivitesi Uzerine etkileri (Ort£S.H).

CYT P450 AKTIVITESI (pmol/dk/mg protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X £sX* X £sX* X £sX*
Kontrol 178,21540,8210 aA | 148,405+1,085 aB | 148,857+0,0044 aB
Pyr 353,166+7,0941 cA | 252,599+21,559 bB | 168,127+0,1477 bC
Bt 131,166£3,2216 bA | 95,197 +2,198 cB | 112,151+1,1775 cC
Pyr+Bt (1:1) | 135,162+9,1373 bA | 143,551+0,0325 dA | 143,004+1,9229 dA

*SNK; Kuguk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise siireler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Orta barsaktaki sitokrom P450 aktivitesinde 24 ve 48 saatlik etki strelerinde
kontrole oranla istatistiki ayrim goézlenmezken, 72 saatlik etki siiresinde istatistiki
olarak énemli bir artis meydana geldigi tespit edilmistir (sirasiyla %9,94, %9,80 ve
%9,59) (p<0,05) (Cizelge 4.22).

Slreye bagli olarak, sadece pyriproxyfen ve karisim uygulamalar: yapilan
gruplarda 48 ve 72 saatlik etki strelerinde 24 saatlik etkiye oranla azalma meydana

geldigi belirlenmis ve bu azalma istatistiki agidan énemli bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.22. G. mellonella’ nin orta barsaginda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin streye bagl olarak
Sitokrom P450 aktivitesi (izerine etkileri (Ort+S.H).

CYT P450 AKTIVITESI (pmol/dk/mg protein)
insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X +sX* X £sx* X £sx*
Kontrol 158,227+3,082 aA | 154,866+2,920 aA | 136,762+3,726 aB
Pyr 163,017+1,808 aA | 157,876+3,070 aAB | 150,355+3,231 bB
Bt 154,798+4,469 aA | 149,799+3,816 aA | 150,162+1,999 bA
Pyr+Bt (1:1) 167,087+2,149 aA | 147,067+0,164 aB | 149,873+2,012 bB

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi goéstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde
istatistik ayrim vardir.

Yag dokudaki sitokrom P450 aktivitesinde 24, 48 ve 72 saatlik etki
srelerinde kontrol gruplarina oranla istatistiki bir ayrim gézlenmemistir (p>0.05)
(Cizelge 4.23).

Sureye bagl olarak, pyriproxyfen uygulamas: yapilan grupta 48 saatlik etki
sliresinde 24 saatlik etkiye oranla azalma gosterirken (p<0,05), 72 saatlik etki
sliresinde istatistiki agidan énemli olmayan dlzeyde artis gézlenmistir (p>0,05).
Insektisitlerin karisim olarak uygulandigi grupta ise, 48 ve 72 saatlik etki siireleri

24 saatlik etkiye oranla artis géstermistir (p<0,05).
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Cizelge 4.23. G. mellonella’ nin yag dokusunda pyriproxyfen ve B. thuringiensis’
in LD, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin stireye bagl olarak
Sitokrom P450 aktivitesi tzerine etkileri (Ort£S.H).

CYT P450 AKTIVITESI (pmol/dk/mg protein)

insektisit 24 saat 48 saat 72 saat
(ug/mL) X +sX* X +sX* X +sx*
Kontrol 150,735+2,529 aA | 150,261+1,589 aA | 156,124+7,540 aA
Pyr 149,745+0,655 aA | 142,237+0,742 aB | 153,885+3,057 aA
Bt

152,132+2,902 aA

150,270+4,051 aA

156,549+0,142 aA

Pyr+Bt (1:1)

143,584+0,465 aA

148,401+1,240 aB

147,042+0,094 aB

*SNK; Kucik harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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Sekil 4.7. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak, yag dokuda
24, 48 ve 72 saat surelerindeki Sitokrom P450 aktivitesi (pmol/dk/mg
protein).
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4.1.5. G. mellonella Larvalarimin Hemosit Tiplerinin Belirlenmesi

G. mellonella son evre larvalarinda farkli tipteki hemositlerin
belirlenmesinde Giemsa boyas:i ile boyanan hiicrelerin cekirdekleri agik-koyu
pembe, sitoplazmalar1 acik-koyu lacivert olarak boyanmistir. Mikroskobik
inceleme sonucunda G. mellonella son evre larva hemolenfinde mevcut olan
hemosit tipleri plazmatosit (Sekil 4.8), grantlosit (Sekil 4.8), sfertlosit (Sekil
4.10), prohemosit (sekil 4.9) ve énositoidler (Sekil 4.9) olarak tespit edilmistir.

B. Tuncsoy

Sekil 4.8. G. mellonella son evre larvalarinin hemolenfinde plazmatosit ve
granilosit hiicreleri (Olgt Bar1: 10 pm; X100).
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B A L Pee 9
Sekil 4.9. G. mellonella son evre larvalalariniin hemolenfinde Prohemosit ve
onositoid hticreler (Olgl Bari: 10 um; X100).

Sekil 4.10. G. mellonella son evre larvalarinin hemolenfinde sfertilosit hiicre (Olg
Bari: 10 um; X100).

97



4. BULGULAR VE TARTISMA Benay TUNCSOY

4.1.5.1. Total Hemosit Sayisi

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin G. mellonella son
evre larvalarinin hemolenfindeki total hemosit sayis: ile ilgili verilerin aritmetik
ortalamalar: ve istatistik analiz sonuglari sirasiyla Cizelge 4.24” de verilmistir.
Uygulamadan 24 saat sonra, pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisim uygulamasi
yapilan gruplarda total hemosit sayisinda kontrol grubuna oranla azalma meydana
geldigi tespit edilmistir (p<0.05). Bu azalmanin en fazla B. thuringiensis
uygulamas: yapilan grupta meydana geldigi gozlenmistir (1,48 kat) (p<0.05).
Uygulamadan 48 saat sonra, pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisim uygulamasi
yapilan gruplarda kontrol grubuna gore sirasiyla 1.23, 1.88 ve 4.89 kat artis
meydana gelmistir (p<0.05). Ozellikle karisim uygulamasi yapilan gruptaki total
hemosit sayist 3635x 10° hiicre/ml olarak en yiiksek seviyeye ulasmustir.
Uygulamadan 72 saat sonra, pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisim uygulamasi
yapilan gruplarda kontrol grubuna gore sirasiyla 1.71, 2.93 ve 1.33 kat artis
meydana gelmistir (p<0.05). Karistm uygulamas: yapilan gruptaki total hemosit
sayist insektisitlerin tek basina uygulandigi gruplar ile karsilastinldiginda 72
saatlik etki suresinde bu sayinin azaldig: tespit edilmistir (p<0.05). Pyriproxyfen,
B. thuringiensis ve karigimlarinin uygulandigi tim deney ve kontrol gruplari
arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Slreye bagl olarak, tim uygulama gruplarinda, 48 ve 72 saatlik etki

stirelerinde 24 saatlik etkiye oranla artis meydana geldigi belirlenmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.24. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen,
B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin
stireye bagl olarak total hemosit sayisindaki degisimler (Ort£S.H).

insektisit Total Hemosit Sayisi
24 48 72

(Hg/mL) - 5. T .o

X £sX* X £sxX* X xsxX*
Kontrol 525+14,434 aA 743 +29,627 aB 630+11,547 aC
Pyr 470+11,547 DbA 915 +2,886 bB | 1075+14,433 bC
Bt 355+2,887 CcA 1400+80,829 cB | 1846+56,960 cC
Pyr+Bt (1:1) 475+14,433 bA | 3635+8,660b dB | 840+5,773 dC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde

istatistik ayrim vardir.

Total Hemosit Sayisx10#

Sekil 4.11. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki total hemosit

TOTAL HEMOSIT S4YS

= Kontrod

say1si

438
Slre (Saat)

Pyr mBt mPyr+Bt
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4.1.5.2. Diferansiyel Hemosit Sayisi

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin G. mellonella son
evre larvalarinin hemolenfindeki diferansiyel hemosit sayisi ile ilgili verilerin
aritmetik ortalamalar1 ve istatistik analiz sonuclar1 sirasityla Cizelge 4.25-29’ da
verilmistir.

Kontrol ve uygulama gruplarindaki G. mellonella son evre larvalarinin
hemolenfinde en ¢ok bulunan hemosit tipleri plazmatositler ve granulositler olarak
belirlenmistir. Plazmatosit sayisinin 24 saatlik etki stresinde pyriproxyfen ve B.
thuringiensis uygulamas: yapilan gruplarda kontrol grubuna gore 1.24 kat azalma
meydana gelirken, karisim uygulamas: yapilan grupta 1.02 kat artis meydana
geldigi tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.25). Uygulamadan 48 saat sonra ise,
tim uygulama gruplarinda kontrol grubuna oranla sirasiyla 1.05, 1.12 ve 1.53 kat
artis meydana geldigi belirlenmistir. 72 saatlik etki siiresinde ise, pyriproxyfen ve
B. thuringiensis uygulamasi yapilan grupta kontrol grubuna gore artis meydana
gelirken (sirasiyla, 1.19 ve 1.39 kat), karisim uygulamas: yapilan grupta azalma
(1.10 kat) meydana geldigi tespit edilmistir. Plazmatosit sayilarindaki artis ve
azalmalar tim uygulama gruplarinda istatistiki agidan 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Uygulamadan 24 ve 48 saat sonraki etki siirelerinde plazmatosit sayisinin
en fazla karisim uygulamasi yapilan gruptaki larvalarin hemolenfinde tespit
edilmigtir. Uygulamadan 72 saat sonra plazmatosit sayisinin en fazla B.
thuringiensis uygulamasi yapilan grupta oldugu belirlenmistir (p<0.05; Cizelge
4.25; Sekil 4.12).
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Cizelge 4.25. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen
ve B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin
streye bagh olarak plazmatosit sayisindaki degisimler (Ort£S.H).

insektisit Plazmatosit Sayisi
24 48 72

(ng/mL) S o oo

X +sx* X £sx* X £sx*
Kontrol 481,67+0,882aA | 478,33+2,028 aA | 381,001,732 aB
Pyr 387,00+0,577bA | 501,00+1,732 bB | 454,00+1,732 bC
Bt 389,33+0,882bA | 534,00+2,309 cB | 530,33+2,028 cC
Pyr+Bt (1:1) 489,33+0,881cA | 730,00+1,732 dB | 346,66+2,027 dC

*SNK; Kuguk harfler insektisitler arasi, blyuk harfler ise streler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanmilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.

PLAZMATOSIT
300

B0

JO
8 GO0
E SO0 I I
B 400
> L
w300
E r'|:|"'
L S
T 100
o
24 48 Fa

Slre (Saat)
mKontrol mPyr =Bt mPyr+Bt

Sekil 4.12. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karisimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfinde plazmatosit sayisi
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Grandlosit sayistnin 24 saatlik etki stresinde pyriproxyfen ve B.
thuringiensis uygulamasi yapilan gruplarda kontrol grubuna gore sirasiyla 1.36 ve
1.29 kat artis meydana gelirken, karisim uygulamasi yapilan grupta 1.04 kat azalma
meydana geldigi tespit edilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.26). Uygulamadan 48 saat
sonra kontrole gore, pyriproxyfen uygulamasi yapilan grupta 1.05 kat artis
meydana gelirken, karisim uygulamas: yapilan grupta 2.52 kat azalma meydana
geldigi belirlenmistir (p<0.05). B. thuringiensis uygulamas: yapilan grupta
meydana gelen azalma istatistiki agidan énemli bulunmamistir (p>0.05). 72 saatlik
etki stresinde ise, pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamas: yapilan gruplarda
kontrol grubuna gore 1.13 ve 1.37 kat azalma meydana gelmistir (p<0.05). Karisim
uygulamas: yapilan gruptaki larvalarin hemolenfinde tespit edilen granilosit
sayisindaki azalma istatistiki agidan énemli bulunmamustir (p>0.05). Uygulamadan
24 ve 48 saat sonraki etki surelerinde granilosit sayisinin en fazla pyriproxyfen
uygulamas: yapilan gruptaki larvalarin hemolenfinde tespit edilmistir. (p<0.05;

Cizelge 4.26; Sekil 4.13).

Cizelge 4.26. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen
ve B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karigimlarinin
stireye bagl olarak grantlosit sayisindaki degisimler (OrtxS.H).

Granulosit Sayisi

insektisit
(ug/mL) _24_ _48_ _72_

X +sx* X +sx* X +sx*
Kontrol 411,66+0,881 aA | 397,66+2,333 aB | 540,330,881 aC
Pyr 558,66+0,882 bA | 418,33+2,603 bB | 477,00+1,732 bC
Bt 530,66+1,453 cA | 401,00+1,528 aB | 393,66+2,027 cC
Pyr+Bt (1:1) 397,330,882 dA | 157,66+1,202 cB | 538,33+1,201 aC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyiik harfler ise sureler arasi ayrimi géstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 dizeyinde

istatistik ayrim vardur.
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GRANMOLOSIT
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mKontrol mPyr =Bt mPyr+Bt

Sekil 4.13. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfinde granilosit sayisi

Prohemosit sayisinin 24 saatlik etki suresinde tum uygulama gruplarinda
kontrol grubuna gore sirasiyla 3.26, 2.15 ve 1.14 kat azalma meydana geldigi
belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.27). Uygulamadan 48 saat sonra tim uygulama
gruplarinda kontrole gore sirasiyla 2.44, 1.96 ve 1.91 kat azalma tespit edilmistir
(p<0.05). 72 saatlik etki suresinde ise, karisim uygulamas: yapilan grupta kontrol
grubuna gore 1.82 kat artig tespit edilmis ve bu artis istatistiki acidan 6nemli
bulunmustur (p<0.05). pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamas: yapilan
gruplardaki larvalarin hemolenfinde tespit edilen prohemosit sayisindaki azalma
istatistiki agidan dnemli bulunmamstir (p>0.05) (Cizelge 4.27; Sekil 4.14).
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Cizelge 4.27. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen,
B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin
stireye bagli olarak prohemosit sayisindaki degisimler (Ort+S.H).

insektisit Prohemosit Sayisi
(ug/mL) 2z 48 2

X £sxX* X £sxX* X £sxX*
Kontrol 80,331,202 aA | 58,66+1,201 aB | 26,33+0,881 aC
Pyr 24,66+1,453 bA | 24,00+0,577 bA | 24,661,764 aA
Bt 37,33+0,882 cA | 30,00+1,732 cB | 24,00+2,309 aB
Pyr+Bt (1:1) 70,330,881 dA | 30,66+0,881 cB | 48,00+1,155 bC

*SNK; Kucuk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise streler arasi ayrimi gdstermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.

PROHEMOSIT

Hicre sayisuy 1000

Sire (Zaat)
mKontrol mPyr mBt = Pyr+Bt

Sekil 4.14. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfinde prohemosit sayisi
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Sferlilosit sayisinin 24 saatlik etki slresinde B. thuringiensis ve Kkarisim
uygulamas: yapilan gruplarda kontrole goére sirasiyla 1.88 ve 2.08 kat artis
meydana geldigi belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.28). Uygulamadan 48 saat
sonra tim uygulama gruplarindaki larvalarin hemolenfindeki prohemosit
sayisindaki degisiklikler istatistiki agidan Onemli bulunmamistir (p>0.05). 72
saatlik etki suresinde ise, B. thuringiensis ve karigim uygulamas: yapilan grupta
kontrol grubuna gore 21 kat azalma tespit edilmis (p<0.05) (Cizelge 4.28; Sekil
4.15).

Cizelge 4.28. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen,
B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin
streye bagl olarak sferiilosit sayisindaki degisimler (Ort+S.H).

insektisit Sfertlosit Sayisi
24 48 72

(Mg/mL) . - > . - = . -

X £sx* X £sx* X £sx*
Kontrol 17,00+0577 aA | 3,00+0,577 aB | 42,001,732 aC
Pyr 17,67+0,881 aA | 2,33+0,333 aB | 27,00+1,732 aC
Bt 32,000,578 bA | 3,67+1,202 aB | 2,00+0,577 bB
Pyr+Bt (1:1) 35,33+0,882 cA | 3,00+0,578 aB | 2,00+0,578 bB

*SNK; Kugtk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise siireler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmigtir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardir.
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SFERULOSIT
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Sekil 4.15. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karisimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfinde sfertlosit sayisi

Onositoid sayisinin 24 saatlik etki siiresinde tim uygulama gruplarindaki
larvalarin hemolenfinde tespit edilen dnositoid sayilarindaki degisiklikler istatistiki
acidan onemli bulunmamustir (p>0.05) (Cizelge 4.29). Uygulamadan 48 saat sonra,
B. thuringiensis uygulamasi yapilan grupta kontrole goére 1.99 kat azalma meydana
gelirken, karisim uygulamasi yapilan grupta 1.27 kat artis meydana geldigi
belirlenmistir (p<0.05). 72 saatlik etki siresinde ise, tim uygulama gruplarinda
kontrole gore sirasiyla 1.59, 4.72 ve 6.09 kat artis meydana gelmistir (p<0.05)
(Cizelge 4.29; Sekil 4.16).
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Cizelge 4.29. G. mellonella’ nin son evre larvalarinin hemolenfinde pyriproxyfen,
B. thuringiensis’ in LDs, degerlerinin tek basina ve karisimlarinin
streye bagh olarak dnositoid sayisindaki degisimler (OrtxS.H).

Onositoid Sayisi

insektisit

24 48 72
(Mg/mL) = S o . <

X +sx* X +sx* X +sxX*
Kontrol 9,33+0,333 aA | 61,672,028 aB | 10,67+1,202 aA
Pyr 11,33+0,881 aA | 55,002,309 aB | 17,00+1,732 bA
Bt 11,00+0,577 aA | 31,00+2,310 bB 50,33+2,028 cC
Pyr+Bt (1:1) 9,000,577 aA | 78,33+4,33 cB | 65,00+2,309 dC

*SNK; Kuctk harfler insektisitler arasi, buyik harfler ise siireler arasi ayrimi gostermek
amaciyla kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen veriler arasinda P<0,05 diizeyinde
istatistik ayrim vardr.
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mKontrol mPyr Bl mPyr+Bt

Sekil 4.16. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek baslarina ve karigimlarinin
etkisinde G. mellonella larvalarinin hemolenfinde 6nositoid sayisi
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4.2. Tartisma

Tarimsal alanlarda, insektisitlerin bilingsizce kullanimi sonucunda hem
ekolojik dengenin bozulmasi hem de hedef olmayan canlilarin zarar gérmesi gibi
problemlerle siklikla Kkarsilasiimaktadir. Bunun yani sira, bu insektisitlere karsi
zararl bocek tirlerinde gelisen direng mekanizmalar: da ilerde gelisebilecek daha
biylk sorunlara yol acabilecektir. Bu nedenle, tarimsal alanlarda kullanilan
insektisit turlerinin LDsy degerlerinin belirlenmesi buylk 6nem tasimaktadir.
Yapilan galismada, G. mellonella larvalari igin pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in
laboratuvar sartlarinda LDs, degerleri hesaplanmistir. Belirlenen LDs, degerleri,
tek basina ve karisim halinde G. mellonella 5. evre larvalarina besin yoluyla
uygulanmustir. Larvalarin, hemolenf, orta barsak ve yag dokularinda pyriproxyfen
ve B. thuringiensis etkisinde anitoksidan enzimlerinden SOD, CAT ve GPx ile
lipid peroksidasyonu Grtinii MDA seviyesi ve detoksifikasyon enzimlerinden Cyt
P450 monooksijenaz, GST ve AChE aktiviteleri ile kan hicreleri tzerine etkileri
arastirtlmastir.

B. thuringiensis etkisindeki bodcek larvalarinda insektisidal kristal
proteinler barsakta ¢dzlnerek protoksinler olusmakta ve enzimler tarafindan
parcalanarak aktif toksinlere donustlrtlmektedir. Bu toksinler de barsak duvarin
parcalayarak, besin artiklarinin bécek viicuduna ve hemolenfe karismasina neden
olmaktadir. Calismada, B. thuringiensis ile karisim halinde kullanilan pyriproxyfen
ise yine entegre miicadelede kullanilan ve juvenil hormon analogu olan bir
insektisit tlradur. Pyriproxyfenin sadece hedef tlr ve kan hiicrelerini baskilayarak
immin sistem (zerinde etkili olmasindan dolayi, B. thuringiensis ile birlikte
kullanimi, zararh tur Gzerindeki etkisini arttirmaktadir.

Bdceklerde, normal metabolizma faaliyetlerinin disinda viicuda alinan
pestisit, agir metaller gibi kimyasallar, bazi mikroorganizmalar ve radyasyon gibi
dig faktorler, vicutta serbest radikallerin artmasina ve buna bagh olarak da

oksidatif strese veya lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Boceklerde de
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memelilerde ve diger organizmalarda oldugu gibi oksidatif stres sonucunda viicutta
antioksidan savunma mekanizmalari gelismektedir. Reaktif oksijen ttrlerinin neden
olacag: hlcresel zarardan korunmak igin bazi antioksidan enzimler ve enzimatik
olmayan antioksidanlar gorev almaktadir (Kale ve ark, 1999).

Serbest radikaller, vicutta strekli olarak olusturulan ve antioksidan
savunma sistemi tarafindan ortadan kaldirilan molekillerdir. Bu dengenin
bozulmasi, serbest radikallerin artmasina ve hiicre hasari olusturmalarina yol agar.
Yapilan arastirmalara gore, hicresel hasara yol agan faktorler arasinda, reaktif
oksijen tdrlerinin artis1, antioksidan savunmanin bozulmas: ve oksidatif hasarin
tamirinde yetersizlik yer almaktadir (Dorval ve Hontela, 2003; Keramati ve ark,
2010). Birgok organizmada, SOD, CAT, GPx ve GR gibi reaktif oksijen turlerini
yok edici enzimlerin, insektisitler gibi toksik maddelerden kaynaklanan serbest
radikallerin zararh etkilerine karsi hiicresel sistemi koruyabildikleri saptanmustir
(Banerjee ve ark. 1999; Yarsan ve ark, 1999; Banerjee ve ark, 2001).

Biyolojik membranlar ve hiicre i¢i organeller (mitokondri, endoplazmik
retikulum), membran fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag asidlerinin varlig
nedeniyle oksidatif ataklara duyarhdirlar. Bundan dolay1, serbest radikallerin
ataklar1 sonucunda lipid peroksidasyonu denilen bir seri reaksiyon baslar. Lipid
peroksidasyonu, membran lipidlerinin oksidatif hasar1 sonucunda hlicre membran
yapisimin bozulmasidir. Hiicre membranlarimin batlinlugl ve akiciligi, hicrenin
devamlilig: acisindan 6énemlidir (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Doymamis yag
asitleri ile serbest radikaller arasi reaksiyondan agiga ¢ikan ve hiicresel
membranlarda lipid peroksidasyonu (LPO) ana Grini olan hiicresel MDA igerigi
LPO’nun derecesinin bir gostergesi olarak degerlendirilebilmektedir (Seth ve ark,
2001; Papadimitriou ve Loumbourdis, 2002; Yu, 2008).

Bu calismada, pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in G. mellonella larvalart
icin belirlenen LDs, degerleri larvalara uygulanmis, hemolenf, orta barsak ve yag

dokularinda, uygulamanin 24. saatinde pyriproxyfen uygulanan grupta, 72. saatte
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ise hemolenfte tum gruplarda, orta barsakta B. thuringiensis uygulamas: yapilan
grupta, yag dokuda ise karisim uygulamas: yapilan grupta kontrole gére artan SOD
aktivitesinin, reaktif oksijen tlrlerinin  eliminasyonuna sebep oldugu
distinilmektedir. Uygulamadan 48 ve 72 saat sonra hemolenfdeki tiim uygulama
gruplarinda CAT aktivitesindeki artis, artan SOD aktivitesi ile aciga ¢ikan H,O,
konsantrasyonun artmas: sonucunda meydana gelmis olabilir. Bu artis, SOD-CAT
sisteminin oksijen toksisitesine karsi ilk savunmay: sagladig: fikrini ortaya
cikartmaktadir. Calismamizda, orta barsakta insektisitlerin 48 saatlik etki suresinde
tim uygulama gruplarinda,72 saatlik etki siiresinde ise karisim uygulamas: yapilan
grupta, G. mellonella larvalarinin orta barsagindaki azalan SOD aktivitesi, O,
radikalinin kendiliginden dismutasyona ugramasiyla agiklanabilir. Ortam pH’ sinin
hafif asidik olmas1 durumunda O, radikali, SOD enzimi olmadan da kendiliginden
dismutasyonla H,O,’ e cevrilebilir. G. mellonella son evre larvalari ile yaptigimiz
bir baska calismada, topikal aplikasyonla uygulanan pyriproxyfenin, CAT ve SOD
aktivitelerinde artis meydana getirdigi belirlenmistir (Sezer ve Ozalp, 2015b).
Fahmy (2012), Spodoptera littoralis larvalar: ile yaptig1 calismada pyriproxyfen ve
buprofezin uygulamas: sonucunda CAT, GST ve MDA aktivitelerinde artis
meydana geldigini tespit etmistir. Dubovskiy ve ark. (2008), G. mellonella larvalar:
ile yaptig1 bir calismada ise, B. thuringiensis ile enfekte edildikten sonra larvalarin
barsagindaki SOD, GST aktivitelerinde ve MDA mikarinda inokilasyondan
sonraki ilk giinden itibaren artis meydana gelmeye basladigini, CAT aktivitesinde
ise azalma goruldugi bildirilmistir.

Glutatyon peroksidaz, aktif merkezinde selenosistein bulunduran selenyum
tastyan bir enzimdir ve rediikte glutatyonu (GSH) kullanarak H,O,” in
indirgenmesini katalizleyen sitosol ve mitokondride bulunan tek peroksidazdir.
GPx aktivitesi, pentoz fosfat yolunda (retilen NADPH varliginda gergeklesir. GPx
hiicrede bulunan toksik peroksitleri detoksifiye ederken GSH’1 okside glutatyona

(GSSG) okside eder (Beutler, 1989). Yaptigimiz calismada, uygulamadan 72 saat
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sonra insektisitlerin etkisindeki larvalarin yag dokusundaki artan SOD aktivitesi
nedeniyle aciga ¢ikan H,O,” in, ancak CAT ve GPx enzimlerinin artan aktiviteleri
ile kontrol altina alinabildigi distinilmektedir. Hyrls ve ark. (2007), G. mellonella
son evre larvalar: ile yaptiklar: bir ¢calismada farkli konsantrasyonlarda borik asit
uygulamasi sonucunda hemolenfteki SOD aktivitesinin disiuk konsantrasyonlarda
arttigi, yiksek konsantrasyonlarda azaldigi, yag dokudaki SOD aktivitesinde ise,
artts meydana geldigini tespit etmislerdir. CAT aktivitesinin hemolenf ve yag
dokuda azaldigi, MDA miktarinin ise arttgini bildirmislerdir. GPx aktivitesinin ise,
hemolenfte arttig1, yag dokuda ise dusiik borik asit konsantrasyonlarinda arttigini,
yuksek borik asit konsantrasyonlarinda ise azaldigini belirlemislerdir.

Serbest radikallerin hiicre zari ile etkilesmesi sonucunda, hiicre zarinin
yapisinda bulunan lipid ve proteinlerin bozulmasiyla bir dizi reaksiyon meydana
gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda, 6zellikle MDA ve protein karbonil Grtnleri
olustugu bilinmektedir. Bu Urlnlerin miktarindaki artis lipid peroksidasyonunun ve
protein oksidasyonunun énemli bir indikatoridir (Mano ve ark, 1995; Halliwell,
1994; Heinle ve Betz, 1994). Bazi ¢alismalarda cesitli gevresel stres faktorlerine
maruz kalan birka¢ bdcek tlrinin omir uzunlugundaki artisin, lipid
peroksidasyonu seviyesinin dusmesi ile iliskili oldugu vurgulanmigtir (Sestini ve
ark, 1991). Calismamizda, pyriproxyfene maruz birakilan G. mellonella 5. evre
larvalarinin orta barsak ve yag dokusunda, uygulamanin 72 saatlik etki
strelerindeki MDA miktarindaki azalmanin, juvenil hormon analogu olan
pyriproxyfenin larval evreyi uzatici etkisinden dolayr meydana gelmis olabilecegi
disundlmektedir. G. mellonella’ nin orta barsaginda, 48 ve 72 saatlik etki
stirelerinde B. thuringiensis’ in toksisitesi sonucunda serbest radikal olusumunun
artist ile MDA miktarinin azalmasinin nedeninin, lipid peroksidasyonun serbest
radikaller tarafindan inaktive edilmesinden ve artan serbest radikallerin enzim
yapisindaki  aminoasitlerle  etkileserek, lipid peroksidasyonu  distrmis

olabilmesinden kaynakli olabilecegi dustinilmektedir (Saraswathy ve ark. 1998).
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Ayrica, uygulama yapilan slreler arasinda da MDA miktarlarinda farkliliklar
oldugu tespit edilmistir. Bu insektisitlerin ve karigimlarinin bécegin 5. larval
evresinde lipid peroksidasyonuna sebep olarak artan oksidatif strese bagl olarak
etkili oldugu goézlenmistir.

Bu calismada kullanilan insektisitlerin G. mellonella larvalalarinin
hemolenf, orta barsak ve yag doku hiicrelerinde membran lipidlerinin oksidatif
hasar1 sonucunda lipid preoksidasyonuna ve buna bagli olarak serbest radikallerin
olusumuna neden oldugu distnilmektedir. SOD, CAT ve GPx aktivitelerinin
olusan bu artigin, serbest radikalleri yok etmek amaciyla meydana geldigi fikrini
ortaya koymaktadir. Calismadan elde edilen sonuglara gore, orta barsak ve yag
dokuya oranla hemolenfin serbest radikallerin yikiminda énemli bir gorevi oldugu
dustnilmektedir. MDA miktarinda ise, hemolenf ve orta barsakta uygulamadan 72
saat sonraki slrede tim uygulama gruplarinda daha 6nemli bir artis meydana
geldigi belirlenmistir. Hemolenfteki MDA miktarinda, uygulamanin 72 saatlik etki
sliresinde meydana gelen artis yag dokudaki enzimlerin, uygulamanin 3. giintinde
hemolenfe salinmis olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Antioksidan savunma sisteminde yer alan GST enzimi, tim dokularda
sadece B. thuringiensis uygulamas: sonucunda artis gostermistir. Erdem ve
Buyukguzel (2015), G. mellonella larvalarinde ksantotoksin uygulamas: sonucunda
MDA miktarinda artis, GST aktivisinde ise azalma meydana geldigini
bildirmiglerdir.  Lymantria dispar larvalarina farkli  konsantrasyonlarda
methidathion uygulamasi sonucunda SOD, CAT, GPx aktivitelerinde ve MDA
miktarinda artis meydana geldigini tespit etmislerdir (Aslantiirk ve ark, 2011).

Tarimsal alanlarda zararlilarla micadelede siklikla kullanilan kimyasal
insektisitler, zararli bocek tdrlerinin yok edilmesinde kisa slirede sonuc elde
edilmesine olanak saglasa da bu insektisitlerin fazla miktarlarda kullanilmas:
zararhlarda direng gelisimine de neden olmaktadir. Zararlh bdcek tirleri,

nesillerinin - devamliligin1  saglamak amaciyla bazi diren¢ mekanizmalar:
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gelistirmektedirler. Direng olusumunda, bdceklerde bulunan asetilkolinesteraz
(hedef boélge duyarliliginin azalmasi), glutatyon-s-transferaz (GST), hidrolaz
(karboksilesterazlar) ve monooksigenaz (Sitokrom P450) enzimlerinin etkili
oldugu yapilan bircok calismada bildirilmistir (Whalon, 2008; Hephizli ve Kumral,
2012).

Asetilkolinesteraz basta sinir ve kas dokusunda olmak (izere merkezi ve
periferal bircok dokuda yaygin olarak bulunan bir enzim olup, ana gbrevi
asetilkolini hidroliz ederek sinir iletimini engellemektir (Massoulié ve ark, 1993).
Asetilkolin (ACh) sinir uglarindan etkilendigi organa veya sinir ucundan ikinci bir
sinir hiicresine, sinir implusu tasima gorevini yapmaktadir. Ayrica sinir ve kas
hlcreleri boyunca biyoelektriksel akimin olusmasini da saglayan biyolojik énemi
biylk olan bir esterdir (Alon ve ark, 2008). Organikfosforlular ve karbamatlilar
asetilkolinin benzeri olarak calisirlar ve asetilkolinesterazin aktif bdlgesine
baglanirlar (Anazawa ve ark, 2003). Asetilkolin hidroliz olmasina ragmen
insektisitler, enzim-substrat kompleksi olarak sabit kalirlar. Bu insektisitler
asetilkolinesteraz engellemesiyle sinir impulslarinin transmisyonunu bloke eder ve
asetilkolin reseptorlerinin uyusmasina neden olurlar (Hollingworth ve Dong, 2008).
Sinapsislerdeki artan asetilkolin konsantrasyonu ve daha fazla uyarilmis merkezi
sinir sistemi boceklerde 6lime yol agmaktadir (Cakir ve Yamanel, 2005).

Yapilan c¢alismanin sonuglarina gore, G. mellonella hemolenfinde,
pyriproxyfen uygulamasi yapilan gruplarda, 24 ve 72 saatlik etki sirelerinde,
AChE aktivitelerinde onemli bir artis meydana gelirken, B. thuringiensis
uygulamasi yapilan gruplarda, ayni etki siirelerinde azalma oldugu belirlenmistir.
Karisim uygulamasi yapilan gruplarda ise, sadece 72 saatlik etki stirelerinde énemli
bir artis oldugu tespit edilmistir. Orta barsakta, pyriproxyfen uygulamas: yapilan
gruplarda 24 ve 72 saatlik etki strelerinde artis meydana gelirken, 48 saatlik etki
stiresinde azalma oldugu belirlenmistir. B. thuringiensis uygulamas: yapilan

gruplarda, 48 ve 72 saatlik etki sirelerinde artis meydana gelmistir. Karigim
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uygulamasi yapilan gruplarda ise, 24 saatlik etki siiresinde artis meydana gelirken,
48 saatlik etki strelerinde 6nemli bir azalma oldugu belirlenmistir. Yag dokuda ise,
pyriproxyfen uygulamas: yapilan gruplarda 24 saatlik etki suresinde artis, 48 ve 72
saatlik etki strelerinde azalma belirlenmistir. B. thuringiensis uygulamas: yapilan
gruplarda, 48 saatlik etki suresinde artis meydana gelmistir. Karigim
uygulamalarinda ise, 24 ve 48 saatlik etki surelerinde azalma oldugu tespit
edilmistir. insektisitlerin ve karisimlarinin siireye bagli etkisi incelendiginde, G.
mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve yag dokularindaki AChE aktivitesi
etki sirelerindeki artisa bagli olarak énemli bir azalma gdstermistir.

Schistocerca gregaria nimfleri ile yapilan bir ¢alismada abamectin
uygulamas: sonucunda AChE aktivitesinde artis meydana gelirken, S. litura
larvalarindaki enzim aktivitesinde énemli bir degisim olmadig: bildirilmistir (Abd
El-Aziz, 2010; 2015). Muthusamy ve ark. (2011), S. litura larvalar: ile yaptiklar
calismada lamda-cyhalothirin uygulamas: sonucunda AChE aktivitesinde disik
konsantrasyonlarda artis, yiiksek konsantrasyonlarda ise azalma tespit etmislerdir.
Dichlorvos uygulamasi ile tlim konsantrasyonlarda enzim aktivitesinde inhibisyon
meydana geldigini bildirmislerdir.

Oxya chinensis ile yapilan bir diger ¢alismada phoxim etkisinde AChE
aktivitesi tum konsantrasyonlarda inhibe olmustur (Wu ve ark, 2011). Farkl: bécek
tarleri ile yapilan diger calismalarda ise organofosfatli insektisitlerin etkisiyle
AChE aktivitesinde azalma meydana geldigi bildirilmistir (Menozzi ve ark, 2004;
Reyes ve ark, 2012). G. mellonella ile yapilan baska bir calismada sodyum
tetraboratin farkli konsantrasyonlarina maruz birakilmasi sonucunda, hemolenfte
AChE aktivitesinde azalma meydana geldigi, yag dokuda ise artis oldugu tespit
edilmistir (Durmus, 2007).

Yapilan literatir calismalarinda, farkli insektisitlerin cesitli bdcek
tirlerinde AChE aktivitesini degistirdigi, bu degisimin uygulama dozu ve siresine

bagl olarak artis/azalis seklinde meydana geldigi gorulmustir. Yapilan bu
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calismalar, bizim calismamiz ile silreye ve uygulanan insektisite bagli olarak
benzerlik gostermektedir. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis toksisitesi sonucunda
serbest radikal olusumunun artis1 ile AChE aktivitesinde aktifliklerinin azalmasi bu
enzimin serbest radikaller tarafindan inaktive edilmesinden kaynaklanabilir.
Ayrica, artan serbest radikaller bu enzimlerin kofaktori olan metal iyonlar1 veya
enzim yapisindaki aktif aminoasitler ile etkileserek enzimlerin aktivitesini
dustrmis olabilecegi fikrini vermektedir.

Direng mekanizmasinda etkili oldugu bilinen bir diger enzim grubu
Glutatyon-s-transferazlardir. Boceklerde bu enzim insektisitlerin toksik etkilerine
kars1 temel bir savunma olarak bilinir. GST, insektisit ya da toksik metabolitlerin
indirgenmis glutatyonla konjugasyonunu katalize eder (Townsend ve ark, 1992;
Tarhan ve ark, 2013). Boceklerde GST enzimi insektisit detoksifikasyonunun yan:
sira, hiicresel membranlarin oksidatif yikimlara kars: korunmasim da saglamaktadir
(Yu, 2008), ¢linkii GST alt Uniteleri epoksit karsinojenlerine ve pestisitlere karsi
yiuksek katalitik aktiviteye sahiptir. GST izoenzimlerinin gevresel modulasyonlari
belirli tirlerde kimyasal toksinlere karsi diren¢ olusturmakta ya da hassasiyeti
etkilemektedir (Hayes ve Pulford, 1996; Gallagher ve Sheehy, 2000). Yapilan
calismalarda toksik maddelere karsi olusan GST aktivitelerinde farkli sonuglar
ortaya Gikmaktadir. Bu durum ksenobiyotiklerin  ¢esidine, uygulanan
konsantrasyona ve uygulama zamanina ve ilgili tire gore degisiklik gostermektedir
(Orug ve Uner, 2000).

G. mellonella larvalari ile yaptigimiz ¢alismada, doku farkina ve uygulanan
insektisit turine bagh olarak GST aktivitesinde degisimler goralmustir.
Hemolenfte, uygulamadan 24 saat sonra kontrol grubuna gore azalma meydana
gelirken, 48 saat sonra B. thuringiensis, 72 saat sonra ise pyriproxyfen ve B.
thuringiensis uygulamas: yapilan gruplarda artis meydana gelmistir. Tim
uygulama sirelerinde azalma orani en fazla karisggtm uygulamas: yapilan gruplarda

gOzlenmistir. Orta barsakta, 48 saat sonra tlim uygulama gruplarinda artis meydana
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gelmis, 72 saat sonra ise B. thuringiensis ve karisim uygulamas: yapilan gruplarda
artis gozlenmistir. Yag dokuda ise, uygulamadan 24 saat sonra sadece B.
thuringiensis uygulamas: yapilan grupta artig gorilirken, 72 saat sonra tiim
gruplarda azalma meydana gelmistir. Dokulardaki GST aktivitelerinde meydana
gelen bu farkl sonuclar, dokular arasinda metabolizmalarindaki ve reaktif oksijen
tirlerine  karst savunmalarindaki  farkliliklar — nedeniyle ortaya ¢iktigim
disuindurmektedir. Yapilan bir ¢alismada, bal arilarimin ventrikullerindeki GST
aktivitesi hemolenfe oranla 5 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Weirich ve ark,
2002). GST ayrica, steroid hormonlarinin sentezinde de gorevlidir (Hayes ve ark,
2005), bu da enzimin aktivitesinde yag doku ve sindirim sisteminde gorilen
farkliliklar: agiklamaktadir. Spodoptera exigua larvalari ile yapilan baska bir
calismada, nikel ve diazinonun tek baslarina ve karsim halindeki uygulamalar:
sonucunda, tim uygulama gruplarinda GST aktivitesinin barsakta arttig
belirlenmistir. Ayrica diazinon uygulamas: sonucunda viicut duvarinda, nikel
uygulanan gruplarda ise yag dokuda GST aktivitesinde azalma meydana geldigi
bildirilmistir (Zawisza-Raszka ve Dolezych, 2008). GST enziminin inhibisyonu
farkli hipotezlerle agiklanabilmektedir, birincisi biyotransformasyon basamaklari
araciligi ile Sitokrom P450 enzimi, GST enzimi Uzerindeki aktif bolgelerdeki GST
substratlar: ile rekabet ederek farkli metabolitlerin karisimlarini dretebilir (Egaas
ve ark, 1999), ikincisi ise Gallagher ve Sheehy (2000)’ e gore disuk aktiviteler
molekuiler seviyede GST proteinlerinin sentezinin azalmasina neden olmus olabilir.
Rachokarn ve ark. (2008), Melia azedarch ekstraktinin S. exigua larvalarinda
uygulanmasi sonucunda GST aktivitesinde yiiksek seviyede inhibisyon meydana
geldigini bildirmislerdir. Dere ve ark, (2015), G. mellonella larvalari ile yaptig: bir
calismada, azadirachtin uygulamas: sonucunda larvalarin hemolenfinde yiiksek
konsantrasyonlarda 72 saatlik uygulama sonunda, GST aktivitesinin inhibe
oldugunu tespit etmistir. Elde ettigimiz veriler, yapilan bu calismalarla benzerlik

gostermektedir. Buna ek olarak, GST aktivitesindeki degisiklikler, bocek turleri
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arasindaki farkli GST izoformlarina, beslenme farkliliklarina veya substrat ve
izoenzimler arasindaki farklilasmalardan da meydana gelebilmektedir (Egaas vd.
1992). Abd El-Aziz (2015), S. littoralis larvalarinda Abamektin uygulamasi
sonucunda, Tarhan ve ark. (2013), G. mellonella larvalarinda 20-hidroksiekdizon
ve juvenil hormon uygulamalar: sonucunda GST aktivitelerinde azalma meydana
geldigini bildirirken, War ve ark. (2011), S. litura larvalarinda endosulfan ve neem
yaginin sinerjistik etkilerinin GST aktivitesini arttirdigini bildirmislerdir.

Sitokrom P450 monooksigenaz enzimi, hormon, yag asidi, steroidler gibi
endojen Dbilesiklerin  diuzenlenmesinde ve pestisit, bitki toksinleri gibi
ksenobiyotiklerin katabolizma ve anabolizmalarinda ©6nemli go6revleri olan
metabolik bir sistemdir. Sitokrom P450, monooksigenaz sistemlerinde terminal
oksidaz olarak gorev yapan bir hemoproteindir (Scott, 1999). Bdceklerde
monooksigenazlarin biyime, gelisme, beslenme, pestisitlere karsi direng ve bitki
toksinlerine kars1 tolerans gibi bircok roli vardir. Buna ek olarak,
monooksigenazlar 20-hidroksiekdizon ve juvenil hormon gibi bécek hormonlarinin
sentezi ile yakindan iliskilidir (Hammock, 1975; Agosin, 1985; Hunt ve Smirle,
1988; Reed ve ark, 1994; Scott, 1999). Yapilan calismada, pyriproxyfen, B.
thuringiensis ve karisimlarina maruz birakilan G. mellonella 5. evre larvalarinin,
hemolenfte tiim sirelerde, orta barsakta ise uygulamadan 72 saat sonra P450 enzim
aktivitesinde artig gbzlenmistir. Tlm surelerde pyriproxyfen uygulamas: sonucunda
Sitokrom P450 enziminde meydana gelen ©6nemli artisin  nedeninin,
monooksigenazlarin bécek hormonlarinin sentezinde gérevli olmasindan dolay:
olabilecegi dustinilmektedir. Bemisia tabaci ve Musca domestica tlrleri ile yapilan
bircok calismada da pyriproxyfene Kkarsi direng gelistigi tespit edilmistir (Crowder
ve ark, 2007; Ma ve ark, 2010; Karatolos ve ark, 2012). Okaryot canhlarin
mitokondri  ve endoplazmik retikulum organellerinde  bulunan  P450
monooksigenaz  enziminin, allelokimyasal toksisitesine  karst  savunma

mekanizmasi esnasinda Lepidoptera ordosuna ait boceklerin malpigi tpleri ve orta
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bagirsaklarinda arttigr belirtilmistir (Yorulmaz ve Ay, 2010). Farkli bocek tirleri
ile yapilan diger calismalarda da 0zellikle orta barsakta ve malpigi tiiplerinde P450
enzim aktiviteleri en ylksek seviyelerde oldugu tespit edilmistir (Hodgson, 1985;
Scott ve ark, 1998; Brun ve ark, 1996). Helicoverpa armigera larvalar: ile yapilan
bir calismada pentometilbenzen ve naftalin uygulamas: sonucunda sitokrom P450
enziminin larvalarin orta barsaginda yag dokuya oranla artis miktarinin daha fazla
oldugu belirlenmistir (Qiu ve ark, 2003). Yaptigimiz calismada ise, orta barsakta
sadece 72 saat sonunda aktivitede artis meydana gelirken, hemolenfte 24, 48 ve 72.
saatlerde 6nemli bir artis oldugu tespit edilmistir. Hemolenfteki bu etkinin,
enzimlerin veya proteinlerin, bécegin viicuduna giren toksin maddelere baglanarak
bu molekiilleri hedef vyerleri olmayan, hemolenf gibi farkli bdolgelerde
depolanmasindan dolay: olabilecegi disunilmektedir.

Insektisit direncine karst kullanilan metotlar arasinda, uygulama
araliklarinin, dozlarinin arttirilmas: ya da bazi durumlarda yeni drtinlerin alternatif
olarak uygulanmas: sayilabilir. Fakat, yeni driinlerin kullanilabilirligi, cevresel ve
toksikolojik guvenligin artan standartlarindan dolay:r sinirlandiriimistir (Ware,
2000). Direng gelisiminin  onlenmesi igin, yeni drlnlerin  kullaniminin
kisitlanmasindan dolayi, bu durum insektisitlerin karisim halinde kullaniimasiyla
giderilmektedir. Kariggmda kullanilan farkli etki mekanizmali insektisitler
birbirlerinin etkisini arttirmakta ve sonug olarak bu da maliyetin azalmasina neden
olmaktadir (Martinez ve ark, 2004; Attique ve ark, 2006). Bu insektisitlerin, diisik
dozlardaki kombinasyonlarinin kullanilmas: ekolojik, biyolojik ve ekonomik
yonden farkl: yararlar saglamaktadir. Whalon ve ark. (1994), B. thuringiensis’ in
neem ekstraktar1 ve bocek blyume dizenleyicileri ile birlikte karistm halinde
uygulandiginda B. thuringiensis’ in diger insektisitlere karsi antogonistik etki
gosterdigini tespit etmislerdir. Juvenil hormon analogu olan azadirachtinin
malathion, decametrin ve B. thuringiensis ile karisim uygulamalarinin S. litura

larvalarinda mortalite, buylme ve gelisme (zerine etkili oldugunu bildirmislerdir.
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War ve ark. (2011)" nin ayni tir ile yaptig: bir bagka ¢alismada ise endosulfan ve
neem yaginin karisim halinde uygulanmasi ile esteraz aktivitesinin azaldigi, GST
aktivitesinin ise arttigini tespit etmislerdir. Bazi insektisitlerin sublethal dozlarinin
B. thuringiensis’ in etkisini arttirmak amaciyla karisim halinde uygulanarak birgok
bdcek tirline kars sinerjistik etki meydana getirdigi bilinmektedir (Schrod ve ark,
1996; Barcic ve ark, 2006). Rizwan-ul-Haq ve ark. (2009), S. exigua larvalari ile
yaptiklari ¢calismada B. thuringiensis ile harmalin ve ricininin sublethal dozlarinin
karistm halindeki uygulamalart sonucunda mortalitenin arttigi, SOD ve CAT
aktivitelerinde artis meydana geldigini bildirmislerdir.

G. mellonella larvalarina pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in karisim
halindeki uygulamalarinin antioksidan sistemler ve detoksifikasyon mekanizmalar:
Uzerine etkileri incelendiginde, karisim uygulamalarinin larvalarin hemolenfinde
antioksidan enzim aktivitelerini (SOD, CAT, GPx) arttirdigi, MDA ve GST
aktivitelerini ise azalttig: tespit edilmistir. AChE aktivitesinde ise, artis meydana
getirmistir. Sonug¢ olarak, karigim uygulamasinin hemolenfte B. thuringiensis
biyopreparatlarinin  etkisini arttirdigi  belirlenmistir. Orta barsakta, karisim
uygulamalarinin pyriproxyfen gruplarina gore antioksidan enzimlerinden CAT ve
GPx ile MDA ve detoksifikasyon enzimlerinden AChE ve GST aktivitelerini
arttirdig1 belirlenmistir. Cyt P450 aktivitesinde ise azalma meydana gelmistir.
Larvalarin yag dokusunda ise, karistm uygulamas: yapilan gruplarda SOD, GPx
aktiviteleri ve MDA miktar: artarken, CAT ve GST aktivitelerinde azalma oldugu
tespit edilmistir. AChE aktivitesinde ise, deney siresinin sonunda artis
gozlenmistir.

Boceklerde bagisiklik sisteminde énemli gorevleri olan hemositler bécegin
gelisimi sirasindaki degisimler ile aglik, yaralanma, parazitizm, hastaliklar ve
insektisitleri kapsayan kimyasallar ile micadele ederler. Bunun sonucu olarak da
stres faktorlerinde total hemosit sayilarinin degisebildigi, ayrica bu sayinin sadece

larval evreler arasinda degil, bdcegin gelisimi sirasinda icinde bulundugu evrelerde
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de farkliliklar gosterebildigi bilinmektedir. Boceklerde hemosit tiplerinin farkl:
gorevleri bulunmaktadir. Prohemositler diger hemositlerden farklilasan kok
hicrelerdir. Plazmatositler yabanci maddelerin etrafinda kapsul ve nodul olusturur.
Graniilositlerin fagositoz 6zelligi vardir. Onositoidler fenoloksidazlar: sentezler ve
hemolenfin melanize olmasina neden olur. Sferilositler ise melanizasyon,
fagositoz, pihtilasma ve hicre adhezyonunun diizenlenmesi gibi birgok gdrevinin
olabilecegi ile ilgili yorum yapilsa da heniiz netlik kazanmamistir (Huang ve ark,
2016). Yapilan calismada, G. mellonella 5. evre larvalarinin hemolenfindeki total
hemosit sayis1 pyriproxyfen, B. thuringiensis ve karisimlarinin etkisinde kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, uygulamadan 24 saat sonra azalmis, 48 ve 72. saatlerde
ise artis gostermistir. Diferansiyel hemosit sayilar: tizerine etkilerine bakildiginda,
plazmatosit sayis1 uygulamadan 24 saat sonra pyriproxyfen ve B. thuringiensis
uygulamas: yapilan grupta azalmis, karistm uygulamas: yapilan grupta ise
artmistir. Uygulamadan 48 saat sonra tim uygulama gruplarinda plazmatosit sayisi
artmastir. 72 saatlik etki siiresinde ise pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasi
yapilan gruplarda artig gorilirken, karisim uygulamas: yapilan grupta azalma
meydana geldigi belirlenmistir. Granulosit sayisi, uygulamadan 24 ve 48 saat sonra
pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasi yapilan grupta artmis, karisim
uygulamasi yapilan grupta ise azalmistir. Uygulamadan 72 saat sonra ise granulosit
sayis1 tum uygulama gruplarinda azalmistir. Prohemosit sayisi, 24 ve 48 saatlik etki
stirelerinde azalmus, pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamas: yapilan gruplarda
artmigtir. Sfertilosit sayisi, uygulamadan 24 saat sonra B. thuringiensis ve karisim
uygulamas: yapilan gruplarda artmig, 72 saat sonra ise azalma gorUlmistar.
Onositoid sayisi ise, 48 saatlik etki stresinde B. thuringiensis uygulamas: yapilan
grupta azalma, karisim uygulamas: yapilan grupta artis, 72 saatlik etki siiresinde ise
tim uygulama gruplarinda artis meydana gelmistir.

Ghasemi ve ark. (2014), Ephestia kuehniella larvalar ile yaptiklari bir

calismada pyriproxyfen uygulanmas: sonucunda total hemosit sayisi, plazmatosit,
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prohemosit ve sfertlosit oranlarinda azalma meydana geldigini, granilosit ve
onositoid oranlarinin ise arttigini tespit etmislerdir. Methoxyfenozide uygulamasi
sonucunda ise, total hemosit sayisinin ve plazmatosit, énositoid oranlarinin arttigi,
granilosit, prohemosit ve sferiilosit oranlarinin ise azaldigini bildirmislerdir.
Mythimna separata larvalari ile yapilan bir ¢alismada farkli konsantrasyonlardaki
hexaflumuronun total ve diferansiyel hemosit sayilar1 tizerine etkileri incelenmis,
dusiik konsantrasyonlarda bdcek blylime diuzenleyicisi hexaflumuron uygulanan
larvalarda total hemosit sayisinin uygulamadan 24 ve 48 saat sonra arttigini tespit
etmiglerdir. Buna karsin, yiuksek konsatrasyonda ise total hemosit sayisinin
azaldigim bildirmiglerdir. Uygulamadan 96 saat sonra ise konsantrasyon artigina
bagl olarak total hemosit sayisinda azalma meydana geldigini tespit etmislerdir.
Ayrica konsantrasyon artisina bagh olarak grandlosit sayisinda azalma, plazmatosit
sayisinda ise artis meydana geldigini bildirmislerdir (Huang ve ark, 2016). S. litura
larvalar: ile yapilan bir calismada subletal konsantrasyonlarda hexaflumuron
uygulanmas: sonucunda total ve diferansiyel (plazmatosit ve graniilosit) hemosit
sayilarinda artis meydana gelmistir (Zhu ve ark, 2012). Boceklerde total hemosit
sayis1, ekdizon hormonunun miktarina bagh olarak degisiklik gosterebilmektedir
(Prasada Rao ve ark, 1984). 20-hidroksiekdizon (20E) ve juvenil hormon gibi
bocek hormonlari, boceklerde bagisiklik sisteminde iki farkli sekilde etki
gosterirler. 20E, hemositlerin proliferasyonuna neden olurken, juvenil hormon ve
analoglari ters etki gostermektedirler (James ve Xu, 2012). Akai ve Sato (1971)’ ya
gore, Bombyx mori hemolenfinde ekdisteroid oraninin artis géstermesinin nedeni
hemositlerin  hematopoietik organlardan daha fazla miktarda salinmasidir.
Nakahara ve ark. (2003), hematopoietik organlardan salinan bu hemositlerin
oncelikli olarak prohemositlerden ve plazmatositlerden meydana geldigini
bildirmislerdir. Benzer sonuglar Pseudoplusia includens (Walker) ve S. frugiperda
(Smith) (Gardiner ve Strand, 2000) ve M. sexta (L.) (Nardi ve ark, 2003) tirlerinde

de tespit edilmistir. Bu sonuclar boceklerde eksdisteroid hormonunun hemosit
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uretiminde 6nemli rol oynadigin ortaya koymaktadir. Buna karsin, pyriproxyfen
gibi juvenil hormon analogu insektisitler ekdizon biyosentezi (izerinde engelleyici
etki gostermekte ve hematopoietik organlardan hemositlerin ~ saltnimini
baskilamaktadir. Kim ve ark. (2008), S. exigua (Hubner)’ da juvenil hormonun
hemosit sayilar1 ve yayilim davranisi tizerine antogonistik etki gosterdigi sonucuna
varmiglardir.  Eurygaster integriceps erginleri ile yapilan bir calismada,
pyriproxyfen uygulanmasi sonucunda total hemosit, plazmatosit ve granilosit
sayilarinin azaldigi gozlenmistir (Zibaee ve ark, 2012). E. kuehniella Zeller
(Lepidoptera: Pyralidae) 4. evre larvalarinda total hemosit sayisina ek olarak,
plazmatosit ve granilosit sayilari Uzerinde pyriproxyfenin kisitlayici etkisinin
oldugu sonucuna varilmistir (Rahimi ve ark, 2013). Gelbic ve ark. (2006), juvenil
hormon analogu olan metirapon uygulanmas: sonucunda S. littoralis Fabricius
(Lepidoptera: Noctuidae)’ de grandlosit sayisinin  azaldigini, buna Kkarsin
plazmatosit sayisinin arttigin tespit etmislerdir. Yapilan ¢alismada, G. mellonella
larvalarina pyriproxyfen uygulanmasindan 72 saat sonra plazmatosit oraninin
artmasi, buna karsin grantlosit oraninin ise azalmasindan dolayi, pyriproxyfenin
uzun sdreli etkisine karsi daha hassastirlar. Bu sonug, bocek blyiume
diizenleyicilerinin hemositlerin farklilasmasinda énemli oldugunu ve dolayisiyla
larvanin  immun savunma sisteminin kapasitesini baskiladig1 fikrini ortaya
koymaktadir. Ayrica, ¢alismada pyriproxyfenin uygulamadan 48 ve 72 saat sonra
total hemosit sayisinda artisa neden olmasi, toksik molekillerin melanizasyon
yoluyla enkapsiilasyonu arttirmis olmasindan kaynaklanmis olabilir, ¢unki
enkapsulasyon sirasinda melanin birikimi ¢ogunlukla hemositler tarafindan ya da
plazmadaki fenoloksidaz enzimi ile baglatiimaktadir (Rolff ve Siva-Jothy, 2002;
Nappi ve Christensen, 2005). Yapilan bazi1 calismalarda, juvenil hormon
analoglarinin uygulanmasi sonucunda beyin hormonunun salgilanmasinin inhibe
olabilecegi de bildirilmistir (Tiwari ve ark, 2006; Pandey ve Tiwari, 2011). Ayrica,

total hemosit sayisindaki bu artisin, sesil haldeki hemositlerin salinimi ve
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hemositlerin mitotik bélinmesi ile de baglantili olabilecegi dustinilmektedir,
clink( bircok bocek tiri bazi insektisitler veya bdcek blylime diizenleyicilerine
karsilik olarak aktive olabilen sesil hemosit popilasyonlarina sahiptir (Ratcliffe ve
George, 1976). Buna ek olarak, patojenler veya bocek biylime diizenleyicileri gibi
yabanci maddelere karst immun tepki olarak total hemosit sayisinda artis meydana
geldigi farklh bocek tirleri ile yapilan bir¢cok ¢alisma da mevcuttur (Chu ve ark,
1993; Anderson ve ark, 1995; Ordas ve ark, 2000; Ghoneim ve ark, 2015). Farkl
bocek turleri ile yapilan caligmalar g6z onunde tutuldugunda, pyriproxyfen gibi
juvenil hormon analoglarinin hemosit sayilar1 tizerindeki olumsuz etkileri, larval
hematopoietik fonksiyonlarin inhibisyonu veya hticre poliferasyonu gibi sitotoksik
etkiler ile ilgili olabilecegi dustntlmektedir.

Rosenberger ve Jones (1960) a gore, bdceklerin hemosoliinde patojenlein
varligi savunma sistemleriyle total hemosit sayisinda degisimler meydana getirerek
aktive edilebilir. Bununla birlikte, savunma olarak total hemosit sayisinda artis ya
da azalma olabilecegi ile ilgili kesin bir yargi bulunmamaktadir. Yapilan
caligmalarda patojenlerin varligi sonucunda nodilasyon ve enkapsilasyon
nedeniyle dolasimdaki hemosit sayisinda azalma meydana gelebilecegi
bildirilmistir (Ratcliffe ve ark, 1985; Morton ve ark, 1987; Rivers ve ark, 2002).
Buna karsin, Richards ve Edwards (1999) ve Russo ve ark. (2001), hemosélde
patojenlerin varhiginin hemolenfteki hiicrelerin sayisinin artisina neden olan
hemopoiesisi uyardigini ortaya koymuslardir.

Yapilan ¢alismada G. mellonella larvalarinda, B. thuringiensis uygulamasi
sonucunda, total hemosit sayisinda uygulamadan 24 saat sonra azalma meydana
geldigi tespit edilmistir. Broderick ve ark. (2010), L. dispar larvalar ile yaptiklar:
calismada B. thuringiensis ile enfeksiyonu sirasinda total hemosit sayisinin azaldig
belirlenmistir.  Hicresel bagisiklik  reaksiyonlarimin  azalmasi,  bakteriyel
intoksikasyon sonucunda hemositlerin azalmasiyla baglantili olabilir. Ayrica B.

thuringiensis bakteriyosizinin bir etkisi olan aclik sonucunda da total hemosit
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sayisinda azalma meydana gelmis olabilir (De Block ve Stoks, 2008; Lee ve ark,
2006). L. dispar ve Trichoplusia ni larvalar: ile yapilan baska bir ¢alismada oral
yolla B. thuringiensis ile enfekte olan larvalarin dolasimindaki hemosit sayisinin
azaldigim bildirmislerdir (Broderick ve ark, 2010; Ericsson ve ark, 2009). Buna ek
olarak, subletal konsantrasyonlarda B. thuringiensis uygulamas: sonucunda Agrotis
ipsilon ve Rhynchophorus ferrugineus’ da total hemosit sayilarinda azalma
belirlenmistir (Abd El-Aziz ve Awad, 2010; Manachini ve ark, 2011). Yiksek
konsantrasyonlarda B. thuringiensis ile enfekte olan bdcekler, kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda besinden kesilme, agirlik kaybi ve gelisimin engellenmesi gibi
semptomlar sergilemektedir (Bravo ve ark, 2005). Kisa sireli besinsel yoksunlukta
immun reaksiyon aktivitesinin azalmasina yol agmaktadir (Siva-Jothy ve
Thompson, 2002). Yapilan diger calismalar g6z Oninde tutuldugunda, B.
thuringiensis uygulamasindan 24 saat sonra azalan hemosit sayisinin bagisiklik
reaksiyonlarina hiicrelerin katilmas: veya barsaklarda B. thuringiensis enfeksiyonu
sonucunda ortaya c¢ikan achk ile iliskili olabilecegi distnulmektedir. Ayrica,
uygulamadan 48 ve 72 saat sonra total hemosit sayilarinda meydana gelen artisin,
G. mellonella larvalarinin enfeksiyonu sonucunda patojenlere kars: olusturulmus
immun tepkiden kaynaklanabilir.

Prohemositler, diger hemosit tiplerinin olusumunda 6nemli rol oynayan
hematopoietik hcrelerdir (Lavine ve Strand, 2002). Yapilan calismada, B.
thuringiensis ile enfekte edilen G. mellonella larvalarindaki prohemositlerin
azalmasini bakteri enfeksiyonuna cevap olarak diger hicre tiplerine donlismesi
nedeniyle meydana gelmis olabilecegi dustnulmektedir. B. thuringiensis
uygulamasindan 24 saat sonra prohemosit sayisimin azalmasi, granulosit ve
sfertilosit sayilarinin artisiyla baglantil olabilir, ¢iinkii hemositlerin poliferasyonu
sirasinda  prohemositler  plazmatositlere  donusmekte, plazmatositler de
hemolenfteki granilosit ve sferilosit gibi diger hiicre tiplerine farklilasmaktadir
(Beaulaton, 1979).
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Chain ve Anderson (1982), G. mellonella larvalar1 ile yaptiklar ¢calismada
Bacillus cereus enfeksiyonunun hemolenften plazmatositlerin yok edilmesine
neden oldugunu bildirmislerdir. Manduca sexta larvalari, Pseudomonas aerugina
ve Escherichia coli ile enfekte edildiginde plazmatosit ve granulosit sayilarinda
azalma, sferulosit sayisinda ise artis meydana gelmistir (Horohov ve Dunn, 1982).
Bakteri enfeksiyonlari sonucunda plazmatosit sayilarinda meydana gelen azalma
bu hicrelerin biraraya toplanmasina veya hemosoliin duvarina yapismasindan
dolayr olabilecegi fikrini ortaya koymaktadir (Abd EI-Aziz, 2010). Ayrica,
granilositlerin hemolenfteki yabanci maddelerin tanimlanmasinda ve fagositoz ile
detoksifikasyon proseslerinde gorevleri oldugu bilinmektedir (Nardi, 2004; Riberio
ve Brehelin, 2006). Ayaad ve ark. (2001), Parasaarcophaga surcoufi 3. evre
larvalar: ile yaptiklari ¢alismada nematod enfeksiyonu sonucunda plazmatosit ve
granulosit sayilarimin enfeksiyondan 40 saat sonra azaldigini bildirmislerdir.
Yapilan bu calismalar bizim sonuclarimiz ile benzerlik gostermektedir. B.
thuringiensis uygulanmasindan 24 saat sonra plazmatosit sayisinda, 72 saat sonra
ise grantlosit sayisinda azalma meydana gelmistir. Bu azalmalar, plazmatositlerin
ve granllositlerin fagositoz ve enkapsilasyon olaylarinda gorevli olmalar
nedeniyle meydana geldigi fikrini ortaya koymaktadir. Gillespie ve ark. (1997)
gore, bakteriler gibi kiglk partikulli yabanci maddelere karsi hemositlerin en
Onemli gorevi reseptor aracili endositoz formu olarak 6zellesmis fagositoz olayidir.

Farkli etki mekanizmal: insektisitlerin karisim halinde kullanilmalar1 bazi
durumlarda tek baslarina kullanimlarina goére avantaj saglamaktadir. Bu durum,
insektisitlerin formulasyonlarina, karisim oranlarina ve zararl turlerin biyolojik
donemlerine gore degisiklik gostermektedir (Cloyd, 2010). insektisitlerin karisim
halinde kullaniimalarinin en dnemli nedeni dayaniklilik olusumunu 6nlemek ve
geciktirmektir. Juvenil hormon analoglar1 gibi bazi insektisit turleri, boceklerde
bagisiklik sisteminde baskilayici etki gostermektedir. Bu insektisit turleri

entomopatojen organizmalarla karisim halinde kullanildiginda patojenezitenin
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artmasina neden olmaktadir. Plutella xylostella larvalar: ile yapilan bir ¢alismada
pyriproxyfen ile birlikte B. thuringiensis Kkurstaki bakterileri uygulandiginda
pyriproxyfenin bagisikligi baskilayici 6zelliginden dolayr mortalitenin arttig: tespit
edilmistir. Jung ve Kim (2007), P. xylostella larvalar: ile yaptiklari baska bir
calismada B. thuringiensis toksinlerinin larvamin orta barsaginda yabanci
materyallerin barsak ltimeni ve hemosol arasinda ayni yonde ilerleyebilmesini
saglayan porlar meydana getirdigini bildirmislerdir. Bu nedenle G. mellonella
larvalar: ile yaptigimiz calismada B. thuringiensis ve pyriproxyfenin birlikte
uygulandiginda B. thuringiensis enfenksiyonu sonunda ortaya ¢ikabilecek porlar
yoluyla hemosoéle girebilen barsak mikroplarina maruz kalan larvalarda,
pyriproxyfenin meydana getirdigi bagisiklik baskilanmasi nedeniyle septisemi
olusmus olabilir. Farkl: etki mekanizmal: insektisitlerin karisimlarinin Lepidoptera
larvalarinda total ve diferansiyel hemosit sayilar1 tzerine etkileri ile ilgili sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Chilo suppresalis larvalari ile yapilan bir ¢alismada
hexaflumuronun farkl: konsantrasyonlar: tek basina ve Beauveria bassiana sporlar:
ile birlikte uygulandiginda farkli zaman araliklarinda hemosit sayilarinda artis
meydana geldigi tespit edilmistir (Mirhaghparast ve ark, 2015b). Tomilova ve ark.
(2016), avermektin ve entomopatojen fungus Metarhizium robertsii’ nin sinerjistik
etkilerinin Leptinotarsa decemlineata Say. larvalarinda total hemosit sayisinda artis
meydana getirdigini bildirmiglerdir. Bu sonuglarin aksine, S. littoralis (Boisd.)
larvalarinda multikapsid nukleopolihedrovirus (Spli MNPV) ve azadirachtinin tek
basina ve karistm halindeki uygulamalart sonucunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda total hemosit sayisinda azalma meydana geldigini bildirmislerdir
(Shaurub ve ark., 2014). Entomopatojenik fungus M. robertssi ve subletal dozdaki
B. thuringiensis ssp. morrisoni var. tenebrionis bakterisinin sinerjistik etkilerinin L.
decemlienata 4. evre larvalarinda immun savunma sistemi Uzerine etkilerinin
incelendigi caligmada bakteriyel enfeksiyonun larvanin integumentinde fungal

konidyumu hizlandirdigini ve total hemosit sayisinda azaltma meydana getirdigi
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tespit edilmistir (Yaroslavtseva ve ark, 2017). G. mellonella ile yapilan basgka bir
calismada ise, entomopatojen organizmalardan Crodyceps militaris ve Beauveria
bassiana’ nin birlikte kullaniminin total hemosit sayisinda azalma meydana
getirdigi belirlenmistir (Kryukov ve ark, 2015). Pyriproxyfenin ve B. thuringiensis’
in karisim halinde uygulanmasi sonucunda, G. mellonella larvalarinda immun
sistem Gzerine etkilerinin belirlenmesinde elde edilen sonuglar diger calismalar ile
benzerlik géstermektedir.

G. mellonella ve birgok bocek tiri ile yapilan ¢alismalar pyriproxyfen, B.
thuringiensis ve diger tir insektisitlerin, boceklerin biyolojik parametreleri
tizerindeki olumsuz etkilerinde oksidatif stresin, detoksifikasyon mekanizmasinin,
norotoksik o6zelligin ve immun sistemin Onemli rol oynadigim acik¢a
gostermektedir. Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek basina ve karisim
halindeki uygulamalarinin, bécek tzerinde gosterdigi toksik etki mekanizmasinin
anlasilmas: zararl boceklerle micadelede, hedef olmayan canlilara ve cgevreye
daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal yontemlerin gelistirilmesine olanak

saglayabilecegi disunilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz calismada, G. mellonella 5. evre larvalarinda, pyriproxyfen ve
B. thuringiensis biyopreparatlarinin  tek basina ve karigim  halindeki
uygulamalarinin fizyolojik, biyokimyasal ve imminolojik etkilerinin arastiriimasi
amaciyla, hemolenf, orta barsak ve yag dokuda antioksidan ve detoksifikasyon
enzim aktiviteleri ve lipid peroksidasyon seviyeleri ile total ve diferansiyel hemosit
sayilarindaki degisimler belirlenmistir.

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in, oksidatif stresin géstergesi olan CAT,
SOD, GPx ve MDA miktarindaki degisimlere karsi, énemli bir detoksifikasyon
enzimi olan Cyt P450, GST ile sinirsel iletimden sorumlu AChE enzimlerinin
aktivitelerinde degisimlere sebep oldugu agikca gortlmustur. Elde edilen sonuglar,
G. mellonella larvalarinin hemolenf, orta barsak ve yag dokusundaki olumsuz
etkilerin, pyriproxyfen ve B. thuringiensis ile uyarilan oksidatif stresten
kaynaklandigin1 gostermektedir. Farkli tlrlerle yapilan ¢alismalarda insektisitlere
maruz birakilan bdceklerde antioksidan enzim aktivitelerinin dokuya 6zgu olarak
degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismada da oksidatif strese karsi her
dokudaki antioksidan savunma mekanizmas: ve hiicre adaptasyonunda farklilik
gozlenmistir.

Insektisitlerin ~ sublethal dozlarinin  kullammi,  zararhlarla  entegre
micadelede cevreye dost bir yontem olarak kabul edilmektedir. Ayrica,
insektisitlerin  gereginden fazla uygulanmasini 6nlemek amaciyla, LDsg
degerlerinin belirlenmesi daha saglikli sonuglarin alinmasina neden olmaktadir.
Insektisitlerin LDs, degerlerinin karisgm halinde uygulanmas: durumunda, duistik
dozda kullanim, hava kirliliginin 6nlenmesi agisindan ekolojik olarak, karisim
uygulamalar1 diren¢ gelisimini yavaglatacagi icin biyolojik olarak ve her
uygulamada dusiik maliyetler elde edilecegi icin de ekonomik yodnden yarar

saglayacaktir. Sunulan calismada da dokular arasi farklhilagsmalar olsa da genel

129



5. SONUC VE ONERILER Benay TUNCSOY

olarak karisimin  etkisinde antioksidan enzimlerde, MDA miktar1 ve
detoksifikasyon enzimlerinde artis meydana geldigi gortilmustr.

Pyriproxyfen ve B. thuringiensis’ in tek basina ve karistm halindeki
uygulamalarinda total hemosit sayisinda uygulamadan 24 saat sonra azalma, 48 ve
72 saat sonra ise artis meydana gelmistir. Diferansiyel hemosit sayisi Uzerine
etkilerinde ise, prohemosit, plazmatosit, granilosit, sferiilosit ve 0Onositoid
sayilarinda pyriproxyfen ve B. thuringiensis uygulamasina ve uygulama zamanina
bagh olarak artis ve azalmalar meydana geldigi belirlenmistir. Toksik maddelere
maruz kalan bdcek tirlerinde hemosit sayilarindaki artis ve azalmalarin hemolenfte
toksisiteye bagli olarak meydana gelen melanizasyon, enkapstlasyon ve fagositoz
gibi savunma mekanizmalar1 neden olmaktadir. Ayrica, bdceklerdeki endokrin
hormonlarin hemosit populasyonlarini ve bu hicrelerin farklilasmasini diizenledigi
de bilinmektedir.

Son yillarda dzellikle gevresel kimyasallar kullanilarak yapilan toksikolojik
calismalarda omurgasiz tirleri tercih edilmektedir. Yapilan bircok c¢alismada,
omurgasizlarin toksikolojik g¢alismalarda kullaniimasiyla, insan akut toksisite
caligmalari igin iyi bir yol gosterici oldugu ortaya konmustur. Bazi bocek
tdrlerinin, laboratuvar kosullarinda kolay dretiminin yapilabilmesi, maliyetin disiik
olmasi, etik ve legal sorunlara yol agmamasi gibi nedenlerden dolay: tip alanindaki
calismalarda da sikhikla tercih edilmektedir. Ozellikle immiinolojik calismalarda,
Lepidoptera ordosuna ait tarlerin memeliler ile benzer dogal bagisiklik sistemine
sahip olmasi, bu tirlerin tercih edilmesine neden olmaktadir.

Sonug olarak bu c¢alisma ile, B. thuringiensis’ in pyriproxyfen gibi
boceklerde immun sistemi baskilayici etkisi olan ve sadece hedef tirler Gzerinde
etkili olan insektisitlerle karisim halinde uygulanmasi, hem son yillarda B.
thuringiensis’ e karsi gelisen direncin 6nine gecilmesini saglayacak hem de
insektisitlerin dlsuk dozlarda kullanimi ile cevreye ve insan sagligi Uzerinde

olumlu etkiler yaratacaktir. Ayrica, bundan sonra yapilacak genetik ile ilgili
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calismalarda diren¢ genlerinin tespit edilmesine ve insektisitlere karsi gelisen
diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesinde, kullanilan sinerjistik maddeler ile
yapilacak diger calismalara da yol gosterecektir. Bunun yani sira, bu ¢alismadan
elde edilen sonugclar ile tip alaninda G. mellonella tiiru ile yapilacak immiinolojik
calismalara da 1s1k tutacaktir.
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