EGE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZi)

AZADIRACHTIN’IN Melanogryllus desertus (PALLAS,
1771) (ORTHOPTERA:GRYLLIDAE)’TA TESTISE
ETKILERI

Selin CAKAR
Tez Damismani: Prof. Dr. Giirsel ERGEN
Biyoloji Anabilim Dal

Bilim Dah Kodu: 401.04.00

Sunus Tarihi: 12.02.2014

Bornova — iZMiR

2014






Selin CAKAR tarafindan yiiksek lisans tezi olarak sunulan “Azadirachtin’in
Melanogryllus desertus (Pallas, 1771) (Orthoptera: Gryllidae)’ ta testise etkileri”
baslikl1 bu calisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen
Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi nin ilgili hiikiimleri uyarinca
tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 14.02.2014
tarihinde yapilan tez savunma siavinda aday oy birligi/oy ¢oklugu ile basarili

bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: Imza
Jiiri Baskani: Prof. Dr. Giirsel ERGEN

Raportor Uye: Yrd. Doc. Dr. Hatice KARAKISI

Uye: Yrd. Do¢. Dr. Fevzi KIRKIM






OZET

AZADIRACHTIN’IN
Melanogryllus desertus (PALLAS,1771)
(ORTHOPTERA:GRYLLIDAE) ‘TA TESTIiSE ETKILERI

CAKAR, Selin
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Giirsel ERGEN
Subat 2014, 40 Sayfa

Tarim ilaglarmin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi1 sonucu ¢evrede
olusturdugu olumsuz etkiler giiniimiiziin 6nemli sorunlari arasinda yer almaktadir.
Son yillarda kimyasal pestisitlere alternatif olustumak amaciyla bazi bitki
ekstratlarinin, zararlilarin miicadelesinde kullanimi  6nem kazanmistir. Bu
calismada, Azadirachta indica A. Juss bitkisinden elde edilmis Neemix
preparatinin laboratuar kosullarinda (sicaklik: 28+2 C; bagil nem: %45-50;
fotoperiyot: 16 saat aydinlik/ 8 saat karanlik) kiiltiirii yapilan Melanogryllus

desertus testisleri tizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu amacla, ornekler bir kontrol dort deneme grubuna ayrilmistir. Deneme
gruplarinda; azadirachtin’in dort farkli konsantrasyonda (100,150,250 ve 500
ppm) ergin erkek bireylere besin iginde verilmistir. Azadirachtin uygulamasini
takiben 96 saat sonra kontrol ve deneme grubu hayvanlarmin testisleri disekte
edilerek, 1sik mikroskobunda incelenmesi igin gill’s hematoksilen, hematoksilen-e0zin

ve mallory trichrome ile boyanip hazirlanmustir.

Azadirachtin uygulamasi sonucunda; konsantrasyonla dogru orantili olarak,
testislerde dejeneratif degisikliklerin ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Azadirachtin’e
maruziyet, olgun sperm miktarinda Dbelirgin bir azalmaya neden olmustur.
Spermatogenetik hiicrelerde deformasyon ve vakuole ek olarak nekroz olusumu da not
edilmistir. Saptanan bu sonuglara gore Azadirachtin, testiste histopatolojik hasara neden

olmustur.

Anahtar sézciikler: Melanogryllus desertus, insektisit, Testis, Azadirachtin,

Histopatoloji.
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF AZADIRACTIN ON Melanogryllus desertus
(PALLAS, 1771) (ORTHOPTERA:GRYLLIDAE) TESTIS

CAKAR, Selin
M.SC in Biology
Supervisior: Prof. Dr. Giirsel ERGEN
February 2014, 40 pages
One of today’s biggest problems is the unrestricted and uncontrolled use of
agricultural pesticides and its negative effects on the enviroment. In recent years,
alternative to chemical pesticides, using some plant exracts on the pest conflict
become more important. In this study, the Neemix preparate, derived from
Azadirachta indica A. Juss plant used on laboratory conditions cultured
(temperature: 28+2 C, relative humidity: %45-50; photoperiod: 16 hours daylight,

8 hours darkness) Melanogryllus desertus testis have been analysed.

For this purpose, the samples have been divided into one control and four
experiment groups. In experiment groups; Azadirachtin has been given to male
subjects in nutrients out of 4 differents concentration (100,150,250 and 500 ppm).
Following azadirachtin procedure, after 96 hours, the testis of animal in control
and experiment groups have been dissected and has been dyed with gill’s-

hematoxylin and prepared to be analysed in light microscope.

As a consequence of Azadirachtin produce, some degenerative changes
have been observed in the direct proportion with concentration. The exposure to
Azadirachtin has a clear decrease in the amount of mature sperm. In addition to
the deformation and vacuole in the spermatogenic cells and necrosis has been
noted. According to the established results, Azadirachtin has caused
histopathological damage over testis.

Key words: Melanogryllus desertus, Insecticide, Testis, Histopathology,
Azadirachtin
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1. GIRiS

Kara ¢ekirge olarak bilinen Melanogryllus desertus (Pallas 1771), 6zellikle
Orta ve Bati Anadolu olmak iizere iilkemizde ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir.
Cok yillik bitkilerin yeni siirgiinleri ve filizlerini yemek suretiyle ekonomik
acidan  biiylikk  zararlar1  bulundugundan  tarirm  zararlilarn  arasinda
degerlendirilmektedir. Ege Bolgesinde tiitiin ve pamuklara; Orta Anadolu
Bolgesi’nde ise pancar, nohut, lahana, 6zellikle ay c¢icegi basta olmak tizere
neredeyse karsilarina ¢ikan biitiin bitkilere zarar verdikleri bilinmektedir. Bu
boceklerle miicadele, diger tarimsal zararlilarda oldugu gibi ¢ogunlukla kimyasal
miicadele seklinde devam etmektedir. Bu kimyasallar, uygulama yapan Kkisiler
tarafindan yogun ve bilingsizce kullanilmaktadir. Oysa, yogun Ve gereksiz pestisit
kullanimi, ¢evre ve insan sagliginin zarar goérmesine ve dogal dengenin

bozulmasina neden olmaktadir (Yornuk, 2011).

Pestisitlerin, piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi dagilma ve
buharlasma nedeniyle kaybolur. Kalan kismi ise toprak ylizeyinde ve bitkilerin
tizerinde birikir. Havaya karisan pestisit, riizgar ile taginarak yagmur ya da kar
yagisiyla tekrar yeryiiziine doner. Bu yollarla da hedef olmayan organizmalar

pestisitlere maruz kalmaktadir (Kaplan, 2009).

Zararlilarla miicadelede kimyasallarin olumsuz etkileri ortaya c¢ikmaya
basladiktan sonra, daha zararsiz olabilecek alternatif metotlarin arayisi igine
girilmistir. Bitkilerden elde edilen ve bazi organizmalara spesifik olan bitkisel
pestisitler, toksik madde yaymadiklari, tiiketilen iirlinde uzun siireli birikim
gostermedikleri, glines 15181 riizgar hava kosullarinda ¢ok  hizlhi
parcalandiklarindan dolay1 tercih edilmeye baslanmigtir. Bunun yani sira hedef
dis1 organizmalara zararsiz olmalari, segici olmalar1 gibi 6zellikleri ile de tercih
edilmektedirler (Ceribas1,2001). Bu konuda, en ¢ok ¢alisma yapilan bitkilerden

biri Azadirachta indica A. Juss ( Meliaceae)’dir.

Azadirachta indica A. Juss, Ingilizce’de “Neem tree” , “Margosa”, “Indian
lilac” olarak bilinir ve Meliaceae familyasina baglidir. Tropikal ve subtropikal

bolgelerde yetisir. A.indica kurakliga dayanabilen, fakir ve fazla derin olmayan



topraklarda yetisebilen bir bitki tiiriidiir. Pestisit 6zelligindeki en 6nemli kisimlari
yapraklart ve tohumlaridir. Bu bitkiden elde edilen insektisit ozelligindeki
maddelerden en etkilisi, agacin latince isminden yola ¢ikilarak ‘’azadirachtin’’

olarak adlandirilmistir( Ketkar, 1976; Radwanski and Wickens,1981).

Neem ekstratinin, zararli bocek tiirleri iizerinde beslenmeyi ve yumurta
birakimmi Onleyici, gelismeyi engelleyici etkisi oldugu bildirilmistir
(Schmutterer, 1990). Azadirachtin iceren neem kaynakli insektisitlerin beyaz
sinekler, yaprak bitleri, pancar kurtlar1 basta olmak tizere 6nemli zararlilar1 igeren
400’den fazla eklembacakli tiiriinde etkili oldugu kaydedilmistir (Schmutterer,
1990; Isman, 1999; Walter, 1999). Zararli bocekleri kontrol etmenin yani sira
neem kaynakli insektisitler cogu faydali bocekler ve insanlar iizerinde toksik
olmadig1 ve bu bilesiklere dayaniklilik gelistirmedigi gézlenmistir ( Schmutterer,
1995; Walter, 1999; Haseeb et al., 2004).

Bu tez caligmasinda, organik tarimin 6nem kazandigi giiniimiizde, bitkisel
kokenli bir insektisit olan Azadirachtin’in, 6nemli tarim zararlilarindan olan
M.desertus (Pall.,1771)’un testisleri tizerindeki histopatolojik etkilerinin etkilerini
ortaya konulmas: ve ayrica M. desertus gibi benzeri tarim zararlilar1 ile
miicadelede  alternatif  olarak  Azadirachtin ~ kullanimimin tartigsilmasi

amaclanmaktadir.

1.1 Pestisitler

Ziral miicadele, bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden
ekonomik o6l¢iiler i¢inde korunarak, {iriin verimliligi ve kalitesinin arttirilmasidir.
Gliniimiizde zirai miicadelenin baslica amaci, iiriin verimi ve kalitesini ekonomik

sinirlar i¢inde olabildigince arttirabilmektir ( Delen ve ark., 2010).

Zirai miicadelede bilinen tiim yontemler “olabildigince birarada dengeli
kullanilarak, bitkileri etkin bigimde hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden
korurken, g¢evre ve insan saghigma olumsuz etkilerini de en aza indirmek”
biciminde tanimlanir (Delen ve ark.,2005). Tanimdan da anlasilabilecegi gibi,

ziral savasimda degisik yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler, i¢inde



en cok tercih edileni, tarim ilaglarinin yani pestisitlerin kullanildigi kimyasal
savagimdir. Ciinkli pestisitler bilingli ve dogru sekilde uygulandiginda diger

yontemlere oranla daha etkilidir ve hizli sonug verir (Delen ve ark., 2010).

Ancak pestisit kullanimi, insan sagligi ve c¢evreye olumsuz sonuglari da
beraberinde getirmektedir. Pestisitlerin yogun ve bilingsiz kullanilmasi zararlt
organizmalarda pestisit duyarliliginin azalmasina; ¢evre kirliligine, g¢esitli saglik
sorunlarina ve tarim {iriinii ihracatinin olumsuz etkilenmesine yol agmaktadir. Bu
olumsuz etkileri nedeniyle pestisit kullanimi dikkatle tizerinde durulmasi gereken
bir konudur ( Tiryaki ve ark.,2010).

Pestisitler, goriiniis, fiziksel yap1 ve formiilasyon sekillerine; etkiledikleri
zararli ve hastalik grubu ile bunlarin biyolojik donemine; igerdikleri aktif
maddenin cins ve grubuna; zehirlilik derecesine ve kullanim teknigine gore
smiflandirilirlar. En ¢ok kullanilan siniflandirmalar zararli gruplarina ve
yapisindaki aktif madde grubuna gore yapilmaktadir (Tiryaki ve ark., 2010).

Kullanildiklar1 zararli gruplarina gére pestisitler;

Insektisit : Bocek ve haserelere kars1 kullanilir.
Fungisit : Mantarlara kars1 kullanilir.

Herbisit : Yabanci otlara kars1 kullanilir.
Mollusit : Yumusakgalara karsi kullanilir.
Rodentisit : Kemirgenlere karst kullanilir.
Nematisit : Yuvarlak solucanlara kars1 kullanilir.
Akarisit : Akarlara kars1 kullanilir.

Bakterisit : Bakterilere kars1 kullanilir.

Virisit : Virislere karsi kullanilir. (Tiryaki ve ark.,2010).



1979°dan 2008’e¢ kadar, etki ettikleri canli gruplarma gore pestisitlerin
tilketimleri Cizelge 1’de Ozetlenmistir. Bu siniflarin disinda kalan akarisitler,
rodentisitler, mollusitler, bakterisitler ve virisitlerin tiiketimleri az oldugundan

Cizelge 1°de yer almamaktadir.

Cizelge 1.1 Onemli pestisit siniflarinin yillara gére tiiketimi ( L veya kg) (Delen ve ark., 2010).

Yillar Insektisitler | Fungisitler Herbisitler Fumigantlar
ve
Nematisitler
1979 2 287 658 1537 315 2451977 315 665
1987 3 303 446 2611 960 3495044 322 227
1994 2 064 991 2201 406 3902 588 530 738
1996 3027 380 2951192 3643971 1072 662
2002 2 250 898 1964 292 3697 397 1554 489
2004 3295 758 3060 219 3267 168 1583 448
2006 3 406 403 4 431 597 5400 034 2 650 016
2007 3567 866 4 945 056 4 637 684 3031 224
2008 3219216 4901 205 5581 447 4146 398

Cizelgedeki verilerden 1979°dan 2008’e¢ kadar gegen siirede pestisit
kullaniminin giderek arttig1 goriilmektedir.




Pestisitler, yapilarindaki aktif madde grubuna goére asagidaki gibi

simiflandirilirlar;

Inorganik maddeler

Dogal organik maddeler
Bitkisel maddeler

Petrol yaglart vb.

Sentetik organik maddeler
Klorlu hidrokarbonlar
Organik fosforlular

Diger sentetik organik maddeler ( azotlu bilesikler, piretroidler)

Bu tez calismasinda kullanilan Azadirachtin, insektisitler sinifina dahildir.

1.2 insektisitler

Insektisit kelimesi (insecticide) latince koken olarak; “insect” (bdcek) ve
“cide” (dldiiriicii) yani bocek 6ldiiriicii anlamidadir. insektisitler, icerdikleri aktif
madde ya da maddelerle boceklerin oliimiinii saglayan iirlinlerdir. Kisa siirede
etkili olmalari, kimyasal miicadeleyi diger miicadele tekniklerine gore daha
ekonomik yapmaktadir. Fakat glinimiizde sentetik insektisitlerin bilingsizce
kullanimi1 sonucu zararlilarda olusan dayaniklilik, insan sagligi ve c¢evreye
toksisitesi gibi olumsuz etkileri, bilimsel ¢alismalarla kanitlanmis ve zararhlarla
savagta egilim biyolojik miicadele ve dogal organik insektisitlerin kullanilmasi
yoniinde artmistir (Miller and Uetz, 1998). Boceklerde, sentetik insektisitlere karsi

gelisen dayanikliligin délden dole aktarilmasi da bu olumsuz etkiyi arttirmaktadir.

1940 wyilinin baglarinda, organoklorlu ve organofosforlu insektisitlerin
kesfinden once, gelismis iilkelerde bitkisel insektisitlerin kullanimi ¢ok biiyiik
onem tasimaktaydi. Yiizyillardir insanlar, besinlerini yok eden ve insan sagligini
etkileyen boceklerle miicadelede dogal insektisitleri kullanmislardir. Oysa, 20.
yiizyilda, zararli boceklerden, kenelerden ve ev tozu akarlarindan korunmak igin

dogal insektisitlerin yerini sentetik insektisitler almistir (Coats, 1994).



Boceklerle miicadele teknikleri; yumurtlamayr Onleyici feromonlarin
kullanimi, kisir boceklerin  salinimi  ve hormonal kontrol ile gelisimin
engellenmesi gibi yontemleri kapsamaktadir (Haynes, 1988). Boceklerle entegre
miicadele, onlar1 oldiirmek amaciyla degil, populasyonlarii belli seviyelere
diisiirmek amaciyla yapilmaktadir. Boceklerde entegre miicadele biriminin (IPM)
programi, hangi insektisitin biyolojik kontrolde etken oldugunun bulunmasinda ve
yikict etkilerinin neler oldugunu teshis etmede kullanilmaktadir (Schneider et al.,
2004). Biitiin bu insektisitler ¢evreye zarar vermemelerinden, dogada cabuk
bozulmalarindan, insanlara karsi diisiik toksik etkilerinden ve diisiik dozlarda
kullanilmalarindan dolay1 genis spektrumlu pestisitlere nazaran daha giivenli bir
alternatif olarak g6z oniinde tutulmaktadir (Liu et al., 2000). Dogal insektisitlerin
en onemli avantajlari, nemde, gilines 151¢inda ve riizgarli hava kosullarinda ¢ok
hizli parcalanmalaridir. Bitkilerden elde edilen biyopestisitlerin en Onemli
ozelliklerinden biri de bdoceklerde beslenmeyi Onleyici ve uzaklastiric etkisinin
olmasidir (Isman, 2006). Calismalar gostermistir ki, dogal insektisitler 6ldiiriict
olmayan, yumurta verimliligini azaltan veya arttiran etkilere sahiptir (Takada et
al., 2001). Ayrica dogal insektisitler gelisim oran1 (Willrich ve Boethel, 2001),
cinsiyet oraninda degisiklik, diyapoz ve parazitoidlerle birlikte morfolojide direkt,

konak fizyolojisine ise dolayli olarak etki gostermektedir (Croft, 1990).

Dogal insektisitlerden en 6nemlisi ve en ¢ok kullanilan1 Neem agaci olarak
bilinen Azadirachta indica Juss. (Meliaceae)’dan elde edilen Azadirachtin etkili
uriinlerdir.

1.3 Azadirachtin

Genel adi . Azadirachtin
Kapah formiili . CssH4sO16

Molekiiler agirlig: : 720,71 gr/mol™

Azadirachta indica A. Juss Ingilizce “Neem tree” , “Margosa”, “Indian lilac”
olarak bilinir ve Meliaceae familyasina baghdir. Giiney asya kokenli bir bitki olup
Afrika’nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde de yasamaktadir. Yapragini

dokmeyen kurakliliga dayanabilen, fakir ve fazla derin olmayan topraklarda



yasayabilen bir bitki tiiriidiir. Bu bitkinin meyveleri ovaldir, olgunlastiklarinda ise
tohumlar1 saran sarimsi renkli bir meyveye sahiptir. Tohum i¢i kahverengi olup
beyaz bir kabukla sarilir. Pestisit 6zelligindeki maddeleri de igeren yapraklar,
yesil renkte olup ¢ift olmayan pinnat yaprakeiklar asimetrik ve serrattir (Ketkar,

1976; Radwanski and Wickens,1981).

Neem ile tamigma ilk kez 1950’lerde Alman entomolog Heinrich
Schmutterer‘in  gittigi  Sudan’da  ¢ekirge saldiris1  ile  karsilasmasiyla
gerceklesmistir. Cekirgelerin tiim bitkilere saldirdigini, yalnizca neem agaglarina

dokunmadan gegtiklerinin farkedilmesiyle kesfedilmistir (Isman, 1997).

Bunun iizerine Keele iiniversitesinde 1966 yilinda ¢6l1 ¢ekirgesiyle caligiimaya
baglanmis ve Azadirachtin maddesi A. indica’nmin tohumlarin dan ilk kez

Butterworth ve Morgan (1971) tarafindan izole edilmistir (Morgan, 2009).

Azadirachtin limonoid sinifindan bir triterpenoidtir. A. indica ‘dan azadirachtin
disinda, maddeler de elde edilmektedir; ancak bunlardan en ¢ok calisilant ve en

etkilisi Azadirachtin’ dir (sekil 1.1).

Sekil 1.1 Azadirachtin’in molekiiler yapis

Azadirachtin’in bdcekler lizerinde beslenmeyi engelleyici, uzaklastirici,
tiremeyi engelleyici ve viicut agirligini azaltict etkileri oldugu bildirilmektedir.

Yapilan ¢aligmalarda bu bitki i¢indeki maddelerin pek ¢ok bocekte deri degisimini



engelleyerek anormal bireylerin olusumuna neden oldugu goriilmiis ve boylece

jivenil hormon etkisi gosterdigi anlagilmistir (Schmutter, 1990).

Azadirachtin  bir Ekdizon (deri degistirme hormonu) antagonistidir.
Boceklerin deri  degistirme mekanizmasinin bozulmasina yol agar. Ekdisteroid
hormonu ve ekdizis-uyarici hormon deri degistirme hazirligi ve deri degistirme

zamanini diizenlemektedir (Malczewska et al., 1988).

1.3.1 A. indica *min aktif bilesenleri

Neemden elde edilebilen birgok aktif biyolojik bilesikler, triterpenoidleri,
fenolik bilesikleri, karotenoidleri, steroidleri ve ketonlar1 igermektedir. A. indica
tohumlarindan elde edilen Azadirachtin, bu bitkiden elde edilen en etkili primer
toksik maddedir. Azadirachtin, AZA’dan AZG’ye kadar uzanan bir grup izomer
karisimindan olusur. AZA, A. indica ‘nin tohumlarinda bol miktarda bulunur.
AZE ¢ok etkili bir bocek gelisim diizenleyicisidir (Rembold, 1984; Verkerk and
Wright, 1993) .

A. indica tohumlarindan melianone, melianol, 14-epoxyazadiradione,
azadiradone, azadirone, gedunin, meliantriol, salannol ve salannol asetat gibi
etkili bilesikler de elde edilir. Bu bilesiklerin bocekler {izerinde beslenmeyi

engelleyici etkileri oldugu bildirilmistir (Schwinger et al., 1984).

1.4 Azadirachtin’in Degisik Bocek Gruplar1 Uzerindeki Etkileri

Azadirachtinin boceklerde wuzaklastirici, beslenmeyi Onleyici; tiremeyi,
yumurtlamayr ve verimliligi engellemek gibi etkilerinin yami sira, ugma
kabiliyetinin kaybolmasina da neden oldugu da bilinmektedir (Jacobson, 1989;
Ascher, 1993; Schmutterer, 1995; Awad et al, 1998). Ayn1 zamanda Azadirachtin,
laboratuvar ~ kosullarinda  belirlenen en  O6nemli  bdcek  biiylime

diizenleyicilerindendir ( Schmutterer, 1997).



1.4.1 Beslenmeyi Engelleyici Etkisi

Azadirachtin’in beslenmeyi engelleyici etkisi, phagostimulant reseptorlerin
bloke edilmesi veya reseptor hiicrelerin uyaricilifinin engellenmesiyle olmaktadir.
Takimlar diizeyinde Azadirachtin’in beslenmeyi engelleyici etkisi en fazla
Lepidoptera takimnda gozlenmistir. Coloeptra, Hemiptera ve Homoptera
takimlarinin ise daha az hassasiyet gosterdikleri bildirilmistir (Mordue and

Blackwell, 1993).

Azadirachtin, Schistocerca gregaria’mmn A. indica bitkisi tizerinde
beslenmemesiyle izole edilmistir. Cekirgenin besinine azadirachtin uygulanmis ve
yapilan ¢alismada g¢ekirgede beslenme engellenmistir (Morgan and Butterworth,
1971).

Azadirachtin’in beslenmeyi engelleyici etkisi, Spodoptera exigua (Greenberg
et al., 2005) ve Spodoptera littoralis (Boisd.), Helicoverpa zea (Boddie),
Helicoverpa armigera (Hiibn.) (Lepidoptera: Noctuidae) (Simmonds and Blaney,
1984) gibi kelebek larvalarinda gozlenmistir. Nohut bitkisine uygulandiginda

H.armigera’da beslenme engellendigi gozlenmistir (Jabbar et al., 1992)

Celtiklere %]1-50 oraninda neem emiilsiyonu uygulandiginda Sogatella
furcifera (Horv.), Nilaparva lugens (Stal)  (Homoptera:Delphacidae) ve
Nephotettix virescens (Dist) (Homoptera:Cicadellidae)’in beslenmesinin 6nemli

derecede azaldig: bildirilmistir (Heyde et al., 1984).

Oncopeltus fasciatus (Dall.) (Heteroptera:Lygaeidae)’un bir giinlik V.
donem nimflerine azadirachtin uygulamasi yapilmis ve etkili sonuglar elde

edilmistir (Mordue et al., 1995).

Azadirachtin’in Mamestra brassicae, Pieris rapae (Lepidoptera:Pieridae)
ve Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutella) gibi lahana ve karnabahar zararlilari
tizerindeki beslenme etkisini belirlemek amaciyla tarla denemeleri yapilmis ve
larvalarin ¢ok az beslendigi ya da hi¢ beslenmedigi saptanmistir (Mordue et al.,
1995).
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1.4.2 Yumurta verimine ve yumurta agilimina etkisi

Pancar kurdu Spodoptera exigua iizerinde yapilan ¢alismada Azadirachtin

uygulanan disilerin yumurta veriminde 2,5 ile 9 kat arasinda azalma gozlenmistir

(Greenberg, 2005).

Azadirachtin uygulanmis pamuk beyaz sinegi Bemisia tabaci ile yapilan
denemelerde yumurta birakiminda az miktarda azalma gézlenmistir. Yumurtalar
Azadirachtin ile muameleye tabi tutulduktan sonra, yumurta a¢ilma orani
incelenmistir. Yumurta a¢iliminda bir farklililk goriilmemis, fakat yumurtadan
¢ikan larvalarin ergin doneme ulasamadan doza bagh olarak degisik oranlarda

oliimler meydana geldigi bildirilmistir (G6¢men ve ark., 2007).

1 litre suya 2,5 ml AZT-VAR-K (zenginlestirilmis neem tohum extrati)
uygulanmis patates yapraklariyla beslenen Leptinotarsa decemlineata (Coloptera:
Chrysomelidae) disilerinde yumurta birakiminin azaldigi, hatta bazi disilerin

tamamen kisirlagtigi bildirilmistir (Schmutterer, 1987).

Oncopeltus fasciatus disilerine de yiiksek konsantrasyonda Azadirachtin

uygulandigin da ve yumurta birakiminin 6nemli Sl¢iide azaldigi rapor edilmistir

(Dorn et al., 1987).

Nohut ve pamuk bitkilerinin azadirachtin ile ilaglanmasi durumunda, H.

armigera disilerinin yumurta veriminin azaldigi bildirilmistir (Jaglan et al.,
1997).

Baklagil tohumlarina neem tohumlarinin karistirilmasi durumunda
Callosobruchus maculatus disilerinin yumurtlamasinin birka¢ aylik siire sonunda

tamamen durdugu bildirilmistir (Yadav, 1985).
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1.4.3 Biiyiime ve gelisme iizerindeki etkileri

Birgcok bocek tiirtinde, Azadirachtin’in deri degistirmede anormalliklere
neden olma; pupalasma ve ergin ¢ikisini engelleme; deformasyon, anormal yapi,
ara formlar olusturma gibi biiyiime ve gelisme tizerinde belirgin etkilerinin oldugu

gozlenmistir.

Periplaneta americana (L) (Dictyoptera:Blattidae)’nin son donem
nimflerine  Azadirachtin enjekte edilmesi sonucu birkag giin iginde deri
degistirmede gecikmenin ortaya c¢iktigi bildirilmistir (Quadri and Narsaih,)
Blatta orientalis (L.) (Dicty.: Blatellidae), Blatella germanica (L.) ve Supella
longipalpa (F.) (Dicty.:Blatellidae)’nin I. nimfal dénemlerine neem tiirevlerinin
uygulanmasi sonucunda Oliimler; V. nimf donemlerine uygulanmasi halinde

ise gelismede gecikme ve artan 6liimler gézlenmistir (Adler and Uebel, 1985) .

Azadirachtin’in Locusta migratoria migratoroides (R.F.) (Orthoptera:
Acriidae) tizerindeki etkisi incelenmis; bu ¢alismada IV. ve V. donem nimflerine
Azadirachtin enjekte edildiginde Oliimlerin yam1 sira deri degisimininde

gerceklesmedigi saptanmistir (Sieber and Rembold, 1983).

Zenginlestirilmis neem tohum kabugu ekstraktt uygulanmig S. furcifera,
N. virescens ve N. lungens’de gelisim iizerindeki etkiler, deri degistirmede
diizensizlikler; gelismede yavaslama; nimfal devrelerin uzamasi ve doza bagh

artan oliimler seklinde olmustur (Heyde et al., 1984).

Azadirachtin‘in B. tabaci’nin I. ve III. donem larvalarinda etkilerine
bakilmistir. [.donem larvalarinda, Azadirachtin uygulamasi ergin doneme
ulasabilen birey sayisin1 6nemli o6lgiide etkilemistir. Doz arttik¢a larva 6limleri
%94’e ulagsmustir. III. donem larvalarinda ise bireylerin ¢ogunlugu pupa dénemine
ulagabilmis, fakat bireyler pupa kabugu icinde ergin hale hazirlanirken veya kimi
bireylerde bas pupa kabugundan aktig1 halde ergin ¢ikis1 gerceklesememis ve
Olimler meydana gelmistir. Genel olarak Azadirachtin‘in larvalar iizerinde

oldiiriicti etkisi yaninda gelisme siiresini uzattigi da sdylenebilir (Gog¢men ve ark.,
2007).
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Beslenme yoluyla Plutella xylostella larvalarind azadirachtin uygulanmis,
Azadirachtin’le beslenen larvalarin daha kiigiik oldugu gézlenmistir (Liang et al.,
2008).

1.4.4 Azadirachtin’in Repellent (Uzaklastiricr) etkisi

Callosobruchus maculatus, C. chinensis, C. analis (Coloeptra:Bruchidae)
tiirlerinin beslendigi baklagil bitkilerine azadirachtin uygulanmis ve bu ortamlara

disilerin yaklagmadig1 uzaklastig1 saptanmustir (Yadav, 1985).

Azadirachtin’in uzaklastiric1 etkisi, celtik tarlalarinda denenmis, tarlalarin
Aedes ve Anopheles (Diptera:Culicidae) cinslerine bagli sivrisinek tiirlerinden
korundugu gozlenmis ve dolasiyla sivrisinekle miicadelede azadirachtin

kullaniminin yararl strateji oldugu goriilmiis (Shivakumar, 2011).

Azadirachtin’in B. tabaci erginleri iizerine uzaklastirici etkisinin, doza
bagl olarak ortaya ¢iktigi ve bu etkinin 4 saatten sonra azaldigi bildirilmistir
(Gogmen ve ark., 2007).

1.5 Boceklerde erkek iireme sistemi

Boceklerin erkek tireme organlari, genellikle seminal vezikiil (kese) gifti
ve bosaltim kanalinin ortasi ile baglantili olan bir ¢ift testisten meydana gelir.
Gonofora yol agan, orta kanalla bagli gonad ¢ifti; primordial iireme hiicrelerinden
olusan germinal bolge ile tlip dizilerinden meydana gelir. Spermatogoniadan
tiretilen tiipler, birbirini izleyen gelisim bolgelerinde bulunur. Her bir sekonder
spermatogonium 4 spermatozoayi olusturur. Birgcok bocekte bosaltim kanali veya

vas deferans i¢ine acilan birka¢ aksesuar bezi vardir (Chapman,1969).

1.5.1 Testis

Testis, abdomende sindirim sisteminin altinda, genellikle orta hatta yakin
konumda ve bir ¢ift olarak bulunur. Primitif bocekler ise tek testise  sahiptir
(Wiggleswort, 1965). Her bir testis, birkag testis tiipii veya folikiil serisi igerir
(Chapman, 1969). Her folikiil, temel membranla ¢evrili epitel tabakadan olusur.
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Folikiil gruplarinin etrafi bag doku kilift ile sarihidir (Klowden, 2007). Testis,
Acrididae’de 100 den fazla sayida folikiilden olusmustur. Melanogryllus desertus

(Pallas, 1771) (Gryllidae) ‘ta ¢ok sayida folikiilden olusan, bir testis mevcuttur.

testis

vas deferens — g
3

&

seminal kese

bosaltim
kanali

edeagus

Sekil 1.2 A. Boceklerde erkek iireme sisteminin genel yapisi. B. Testisin boyuna Kesiti
(Klowden, 2007).

Her bir folikiil, birbirinden ayr1 olarak vas efferens tiipleri vasitasiyla ana
kanal olan vas deferens ile baglant1 kurar. Vas deferens, epitel doku ile bazal
membran ve onun digindaki halkasal kas tabakasiyla baglantilidir. Vas deferens’in
bir ucu, ¢iftlesme sirasinda disiye gegcmeden once spermlerin depolandigi seminal

kese formuna genisler (Wigglesworth, 1965; Klowden, 2007).

Ektodermal orijinli olan bosaltim kanalinin terminal kismi, kopulasyon
organi olarak gorev yapan “edeagus” seklini alir. Edeagus; 9. abdominal segment
ile baglh bir ¢ift ektodermal loptan farklilasir. Bu organ genellikle genital bélme
icerisine gizlenmistir (Chapman, 1969; Klowden, 2007).

Genelde bir ¢ift olarak bulunan erkek aksesuar bezleri, vas deferensa veya
bosaltim kanalinin distal ucuna agcilabilir (Chapman, 1969). Melanogryllus

desertus (Pallas, 1771) (Gryllidae)’da sagakli yapidan olusan, tek aksesuar bezi
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mevcuttur. Aksesuar bezlerinin salgilari, spermlere yataklik yapan seminal sivi ile

karigir (Chapman, 1969).

1.5.2 Spermatogenez

Boceklerdeki spermatogenez, memelilerdeki ile benzerlik gosterir. Her iki
grupta da az sayida apikal kok hiicrenin boliinmeye devam etmesi, spermatogonial

hiicrelerin olugsmasina neden olur (Klowden, 2007).

Her bir testis folikiiliinde; farkli gelisim evrelerindeki {ireme hiicrelerinin olusan
ve birbirini izleyen gelisim bolgeleri mevcuttur. Bu bolgelerde, spermatogenezin

farkli asamalarindaki hiicre tiplerini gézlemlemek miimkiindiir.

Her bir testis folikiiliiniin distal ucunda, primordial sperm hiicresi olan
spermatogonia’yr iretmek igin bdliinen “germarium” bulunur. Bu bolgedeki
apikal hiicrelerin etrafi spermatogonia ile ¢evrilidir (Wiglessworth, 1965).
Spermatogonia; Orthoptera, Lepidoptera, Dictyoptera ve Homoptera’da,
sitoplazmik baglantilar1 ile biiyiik apikal hiicreden besin saglar. Bu apikal
baglantilar kisa siire i¢inde kaybolur ve spermatogonia c¢evresinde bulunan sist
formundaki diger hiicrelerle birlesir. Sist i¢indeki tiim hiicreler, genellikle primer
spermatogoniumdan meydana gelir (Chapman, 1969). Germarium altinda,
genellikle ii¢ gelisim bolgesinin bulundugu kabul edilir (Wigglesworth, 1965;
Chapman, 1969;Klowden, 2007).

Vas effrens
Transformasyon Olgunlasma

> - | Biiviime ve gelisme
bolzesi

P bolzesi

MAYOZ / MITOZ
Vas deferens spermatidler

. spermatogonia
spermatositler P g

Sekil 1.3 Sperm gelisim bélgelerinin goriildiigii testis follikiilii (Chapman, 1982).



Sekil 1.4 Gelismekte olan sperm hiicreleri. Bar : 200um. (M.desertus MT boyama)

1.Biiyime ve gelisme bdlgesi: Bu gelisim bdlgesinde, sist iginde
gevrelenmis primer spermatogonia, mitoz bdoliinme ile ¢ogalarak, spermatosit

admi alir.

2.0lgunlasma bolgesi: Bu bolgede, her bir spermatosit, spermatid tiretmek
icin mayoz boliinme gecirir. Mayoz boliinme ile spermatositler ilk olarak 2

prespermatide, daha sonra 4 spermatide doniisiir.

3.Transformasyon bolgesi: Kapsiille sarili  spermatidlerin, kamcil
Spermatozoaya doniistiigli bolgedir. “Spermiogenez” adi verilen bu siiregte
spermatidler, gelisim ve degisim evrelerini takiben dollenme yetegine sahip
spermatozoa formuna doniisiir (Wigglesworth, 1965; Chapman, 1969; Klowden,
2007).

1.5.3 Spermatozoa

Spermatozoa iiretimi testis follikiilleri icinde meydana gelir. Bécek spermi,
morfolojik olarak omurgali spermine benzerlik gdsterir. Hareketi saglayan uzun

bir kamgi ile bas bolgesinden olusur (Klowden, 2007).
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Spermin bas kisminda haploid nukleus ile u¢ kisminda yer alan ve
farklilasma sirasinda golgi aygitindan olusan akrozomal kompleks bulunur.

Akrozom; dollenme i¢in yumurta membranini eriten akrozin enzimi igerir.

= 9 dis aksesuar tibiilia
9 ¢ift tibiil
2 merkezi tiibiil

Sekil 1.5 Bocek spermatozoon yapisi

Melanogryllus desertus (Pallas, 1771)’un dahil oldugu Pterygot spermi
mikrotiiplerden olusan ve hareket yetegine sahip bir kamg¢i tasir. Kamginin
hareket parcasina aksonem denir. Aksonem; sperm nukleusunun kaidesinde,
sentriolden orijinlenen mikrotiiplerden olusur (Wigglesworth, 1965). Sentriol;
nukleusun hemen gerisinde yer alir ve sperm kuyrugu boyunca ilerleyen aksial
flamentten meydana gelir. Cekirge sperminin kamgisindaki aksial flament; 9 dig
aksesuar tiibiilii, 9 cift tiibil ve 2 merkezi tiibiil olmak {izere 9+9+2 seklinde
diizenlenen mikrotiibiillerden meydana gelir (Chapman, 1969; Klowden, 2007).
Mikrotiibiil halkalarin hareketi, sperm kuyrugunun kamcilanmasina neden olur.
Aksial flamentin iki tarafimi spiral seklinde c¢evreleyen mitokondrial elementler

bulunmaktadir ( Klowden, 2007)
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Boceklerin Yetistirilmesi

Calismada kullanilan Melanogryllus desertus ergin erkek ve disi fertleri, ilkbaharda
dogadan (Tekirdag/Corlu) toplanarak 28+2°C sicaklik, %45-50 bagil nem ve uzun giin
(16:8, aydinlik:karanlik) fotoperiyodundaki laboratuvar kosullarinda, 39x28x28 cm
boyutlarindaki plastik kaplarda kiiltiire alindi. Cekirgeler, kanatli yemi olan Yemta ile
beslendi. Su gereksinimleri, agzi pamukla tamponlanmig su dolu cam tiiplerin,
yumurtlama kab1 olarak kullanilan ve dibinde 1slak pamuk bulunan kiigiik kapaklarm
tizerine ters konulmasiyla saglandi. Her giin gézlenen kaplardan, yumurtalarin birakildigi
nemli pamuklar alinarak, yumurtalarin gelismesi takip edildi. Ilk nimflerin 10-12 giin
icerisinde ortaya ciktig1, deri degisimleri ile ayirt edilen dokuz nimfal evre sonrasinda

cekirgelerin ergin hale geldigi gozlendi. Yapilan ¢alismada, gelisim evrelerini

tamamlay1p ergin hale gelen ¢ekirgelerin erkek fertleri kullanildi.

Sekil 2.1 M. desertus erkek ( E ) ve disi ( D ) bireyleri
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2.2 Deneyde kullanilan insektisit

Deneylerde Azadirachtin’in ticari formiilasyonlarindan biri olan Neemix 4.5
(Uretici firma:Certis USA, Ithalat¢1 firma:Agrikem ) kullanilmistir. Genis etkili
bocek gelisim diizenleyicisi olan bu insektisitin, beyazsinekler, lepidopter
larvalari, afitler ve yaprak galeri sinekleri gibi pek ¢cok bdcege karst dldiiriicii ve
uzaklastiric1 etkisi vardir. Mide ve kontakt etkili bir insektisittir. Bocegin deri
degisimini engeller, tim nimfal donemlerine etkilidir. Uzaklastiric1 ve beslenme
engelleyici etkisi ile de bocegin bitkide meydana getirecegi zararlari en aza

indirir.

2.3 On Denemeler

M. desertus ’ta Azadirachtin’in testislerdeki etkisini gozlemleyebilmek icin
uygulama konsantrasyonunun belirlendigi 6n ¢alismalar yapildi. Bu amagla ergin
cekirgelere yedi giin siireyle besin igerisinde 50, 100, 150, 250, 500 ve 1000
ppm’lik konsantrasyonlar uygulandi. Her bir konsantrasyon i¢in 2 ergin erkek

cekirge kullanildi. On denemeler ii¢ kez tekrarlandu.

2.4 Deneysel Prosediir

On denemeler sonucunda M. desertus ergin erkek testisleri iizerine
azadirachtin’in etkisini belirlemek i¢in; diisiik (100 ppm), orta(150 ppm) yiiksek
(250 ppm) ve ¢ok yiisek (500 ppm) olmak tizere dort farkli konsantrasyon 96 saat
boyunca uygulandi. Dort deneme konsantrasyonu disinda, meydana gelen
degisimleri dogru degerlendirebilmek i¢in, etken madde uygulanmayan kontrol
grubu calismasi da yapildi.

Neemix 4,5 emiilsiyon halindeki ticari preparati 1 litresinde 40 gr saf
Azadirachtin ihtiva etmektedir. Bu emiilsiyondan 2,5 ml alip 97,5 ml saf su ile
sulandirildiginda 100 ml’sinde 100 mg aktif madde bulunan 1000 ppm’lik
konsantrasyon elde edildi. Elde edilen konsantrasyondan 10 ml alinip 100ml
tamamladigimizda 100 ppm’lik diisiik konsantrasyon, 15 ml aldigimizda 150
ppm’lik orta konsantrasyon, 25 ml aldigimizda 250 ppm’lik yiiksek konsantrasyon
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ve 50 ml aldigimizda 500 ppm’lik ¢ok yiiksek konsantrasyonlar elde edildi. Her
bir konsantrasyon saf su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanmis olan uygulama
konsantrasyonlari, belirli miktardaki (=5,5gr) besine emdirilip bir giin boyunca
kurumaya birakildi. Hazirlanan besinler 1 litrelik yarigapi 4,5 cm, yiiksekligi 18
cm olan cam kavanozlara kondu. iglerine 2 adet M. desertus ergin erkekleri
birakildi. Azadirachtin uygulanmis besini yediklerinden emin olmak igin,
uygulama grubu erkekleri stok kiiltiirden alinip 48 saat siireyle a¢ birakildi.
Kavanozlarin agizlar1 hava giris ¢ikisini onlemeyecek sekilde kapatildi. 100, 150,
250 ppm ve 500 ppm’lik her bir konsantrasyon i¢in; 96 saatlik zaman uygulandi.
Her bir uygulama konsantrasyonu ve kontrol grubu icin 4’er adet M. desertus
ergin erkekleri kullanildi. Azadirachtin uygulamasini takiben 96 saat sonra
histolojik 6rneklemeler yapildi. Deneyler her bir konsantrasyon ve kontrol grubu

icin ii¢ tekrarl olarak gergeklestirildi.

2.5 Histolojik Yontem

96 saatlik Azadirachtin uygulanmis deney gruplari ile kontrol grubunda yer
alan ergin erkek ¢ekirgelerin bocek fizyolojik suyu icinde, Olympus SZX7

stereomikroskop altinda diseksiyonlar1 yapilarak testisleri ¢ikarildi.

Histolojik calismalar i¢in Bouin sivisinda 12 saat tespit edilen testis dokusu,
%70 alkolde pikrik asitten arindirilip, etil alkol serilerinde dehidrasyon islemi
gergeklestirildikten sonra ksilolde seffaflastirildi. Total durumda parafin bloklara
gomiilen doku orneklerinden, Reichert mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Alinan kesitler Gill’s Hematoxylin Eosin (HE), Mallory’s Trichrome (MT)
ve Periodic Acid Schiff (PAS) boyama teknikleri ile boyanip, entellan (Merck) ile
kapatildi. Hazirlanan preparatlar Olympus BX 51 ve Olympus CX 31 1sik
mikroskobunda incelenip Olympus LC 20 kamerasiyla fotograflar ¢ekildi.
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3. BULGULAR

3.1 On Denemeler

On denemelerde yedi giiniin sonunda, Azadirachtin’in 100, 150,250 ve 500
ppm’lik konsantrasyonlarinda ergin erkek M. desertus bireylerinde 6liimiin artan
konsantrasyona bagli oldugu gozlenmistir. Yapilan probit analizine gore
cekirgelerin %10 oraninda 6lim olan konsantrasyon diisiik 100 ppm, % 25
oraninda Oliim olan konsantrasyon orta 150 ppm, % 40 oraninda 6liim olan

konsantrayon yiiksek 250 ppm ve %68 oraninda 6liim olan konsantrasyon g¢ok

yiiksek 500 ppm olarak kabul edildi.
3.2 Histolojik Bulgular
3.2.1 Kontrol grubu

Kontrol grubunda yer alan M. desertus ergin erkek bireylerinin
testislerinden alinan kesitlerin, H&E ile boyanmasi sonucu hazirlanan
preparatlarda testise ait hiicre nukleuslarinin mor, sitoplazmalarinin ise agik-koyu

kirmizi-pembe renkte boyandigi gozlenmistir ( Sekil 3.1).

M. desertus testisleri ¢ok sayida folikiilden olusan iki simetrik loptan
ibarettir. Her folikiil, temel memranla ¢evrili epitel tabakadan olusur. Gelisim
sirasinda folikiil gruplarinin etrafi bag doku kilifi ile sarilidir. Testis folikiiliiniin
distal ucunda, spermatogonia liretmek i¢in boliinen germarium besin saglayan
apikal hiicre bulunur. Spermatogonia ¢evresinde, sist formundaki hiicreler yer alir.
Farkli gelisimsel evrede bulunan spermatogenik hiicreleri igeren sistleri sekil

3.1’de gérmekteyiz.
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Sekil 3.1 Kontrol grubunda spermatogenik hiicreleri igeren sistler (S) ve aralarindaki interstisiyel

alanlarin (ia) genel goriiniimii. HE

Sekil 3.2 Kontrol grubunda spermatogenik hiicreler (S), mayoz boliinme safhalar1 (M) ve

interstisiyal alan ( Ia). Mallory boyama.
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Kontrol grubunda, testis folikiilii icerisinde yer alan farkli gelisim
evrelerindeki spermatogenik hiicrelerinin dizilisi diizenlidir. Sist ¢evresini saran
epitel tabaka hiicreleri diizgiin dizilimlidir. Interstisiyal alan normal gériiniimliidiir

(Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4).

M. desertus ‘da spermatositlerin olusma evresi ve spermotositler sekil 3.3

ve 3.4’de rahatlikla goriilmektedir.

Sekil 3.3 Kontrol grubunda mayoz béliinme evreleri (M), tipik kamgili yapilariyla spermler (SP)

ve Interstisiyal alan (Ia). Gill hematoxylen boyama.



23

Kontrol grubunda spermatogoniadan olgunlasan spermatositler ve tipik
kameili yapilartyla spermatidler sekil 3.4’ te goriilmektedir. Spermlerin genel

gbriinlimii normal ve sayilari oldukca fazla olarak gozlenmektedir(sekil 3.4).

Sekil 3.4 Kontrol grubunda spermatositler (**) ve okla isaretlenmis spermatidler ,interstisyal

alan (ia) ve spermler. Gill hematoxylen boyama.

3.2.2 Deneme gruplari

Calismada 24, 48, 72 ve 96 saatlik siirelerde 100, 150, 250 ve 500 ppm’lik
uygulama yapilmistir. Ancak 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda elde edilen
bulgular kontrol grubuna gore hicbir farklilik gdstermediginden, histopatolojik

inceleme 96 saat uygulama yapilan ornekler lizerinde gergeklestirilmistir.

Uygulama yapilan gruplardan elde edilen genel patolojik bulgular
dogrultusunda, insektisitin konsantrasyonuna bagli olarak testislerde bozulmalara
yonelik degisiklikler kaydedilmistir. Bu bulgular; olgun sperm miktarinda diisiis,
interstisiyal alanda genisleme ve vakuolli goOriinlim, spermlerde kistlesme,
spermatogenik hiicreleri igeren sist kiimeleri ile etrafin1 saran epitel doku arasinda

ayrilma ve genel tiibililer gériinlimde bozulma olarak belirlenmistir.
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3.2.2.1 100 ppm uygulama grubu

Testis yapist kontrol grubuna biiyiik Slgiide benzerlikler gdstermesine
ragmen, folikiilii saran bag doku kilifinda ayrilmalar ve diizensiz goriiniimiin

olusmaya basladig1 ve interstisyal alanlarda vakuollii gbriinim gdzlenmistir.

Spermatogenik hiicrelerde nekrotik alanlar saptanmistir. (Sekil 3.5).

Sekil 3.5 Deneme grubu, 100 ppm uygulama. Bag doku kilifindaki diizensizlesmeler («).
Normal goriiniimlii sist (S) ve bazi sistlerdeki spermatogenik hiicrelerde nekroz (N), normal

gdriiniimlii interstiyal alan (Ia) ve alandaki vakuol (V) olusumu. HE boyama.

3.2.2.2 150 ppm uygulama grubu

Bu grupta meydana gelen o©nemli degisiklikler sperm baslarinin
genisleyerek kiimelesmesi kist goriiniimiinii almasi ve sist kiimeleri ile etrafini
saran epitel oOrtii arasindaki epiteliyal ayrilmalardir. Ayrica interstisiyel alanlarda

vakuol gériiniimii goze ¢arpmaktadir (Sekil 3,6 -3,7).
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Sekil 3.6. 150 ppm deneme grubunda bag doku bozulmalar1 (—), epitel alanlarda ayrilmalar

vakuol olusumu goriintiisii (V) ve sperm kuyruk yapisinda bozulmalar (elips) dikkat cekmektedir.
Mallory boyama.

Sekil 3.7. 150 ppm deneme grubunda tiimdrlesme (T) belirgin sekilde ortaya ¢ikmus, interstisyal

epitel alanlarda ayrilmalar (V) ve spermatogenik hiicrelerde nekrotik alanlar (N). Mallory boyama.
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3.2.2.3 250 ppm uygulama grubu

250 ppm uygulama grubunda spermatogenik hiicrelerden meydana gelen
sist yapisinin genel goriiniimiinde deformasyon, nekroz ve vakuol olusumu ile
epitel doku ayrilmalari yaninda sperm sayisindaki azalmalarda dikkat

cekmektedir. Sperm kuyruklarinin diizensizlesmesi ve sperm baglarindaki

kistlesmede artarak devam ettigi izlenmektedir (Sekil 3,8).

Sekil 3.8. 250 ppm deneme grubunda genel goriiniim. Epitel dokularda ayrilmalar (V) ve

timorlesme (ok) izlenmektedir. Gill’s HE.

Sekil 3.9. 250 ppm deneme grubu. Okla isaretlenmis tiimorlesme (T) ve bozulan sperm yapisi
(elips). Mallory boyama.
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3.2.2.4 500 ppm uygulama grubu

Bu deneme grubunda Azadirachtin’in etkileri en ileri seviyede
goriilmektedir. Sist kiimelerini ¢evreleyen epitel oOrtiide sekil bozukluklari ve
epiteliyal ayrilmalar olduk¢a net bir sekilde goriilmektedir. Spermatogenik

hiicrelerde nekroz ve vakuol olusumu genis yer kaplamakta, olgun sperm

sayisinda azalma, olgunlasmakta olan sperm baslarindaki kistlesme artmis olarak

gozlenmektedir ( Sekil 3,10).

Sekil 3.10. 500 ppm deneme grubu. Spermatogenik hiicrelerde (N) ve Epitel alanlarda vakuol
(V). Gill’s HE.

Uygulanan Azadirachtin’in konsantrasyonunun artisina bagli olarak
kontrol grubuyla karsilagtirildiginda interstisiyal alanda bosluklu goriiniim yani
vakuol olusumu , bozuk sperm yapisi ve sperm sayisinda azalma ayrica sist
kiimelerini gevreleyen epitel ortiide sekil bozukluklar1 dikkat ¢gekmektedir (Sekil
3,11).
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Sekil 3.11. 500 ppm deneme grubu. Tamamen parcalanmis epitel doku(**) ve spermler (ok).
Gill’s HE.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde, tarim alaninda verimin arttirllmast amaciyla sentetik
insektisitlerin tarimsal ila¢g olarak kullanilmasi olduk¢a yayginlasmistir. Ancak
amaca uygun olmayan sekilde asir1 ve kontrolsiiz kullanilmalar1 sonucu, insan ve
hayvan sagligint olumsuz yonde etkilerken diger taraftanda pek ¢ok cevre
sorunlarint beraberinde getirmektedir. Bundan dolayi, sentetik insektisitlerin
yerine gegebilecek, bitkisel kaynakli dogal bilesik kullanilmasi lizerinde durulan
konulardan biridir. Bitkisel kaynakli dogal bilesikler hedef dis1 organizmalara
zarar vermemekte ve dogada kisa siirede yok olarak olumsuz etkileri ortadan
kaldirmaktadirlar. Neem kaynakli insektisitlerle yapilan c¢alismalarda oldukga iyi

sonuclar vermektedirler.

Bu tez c¢alismasinda arastirma materyali olarak M.desertus un erkek
bireylerinden yararlanilmistir. Bu canlinin laboratuvar ortaminda yetistirilmesi
olduk¢a kolaydir. Hizli ¢ogalan ve kii¢iik boyutlara sahip olmasi ¢ok sayida
ornekle calisabilmeyi saglamaktadir. Gelisimi ve erginlige ulagmasi sicaklikla,
nemle ve yemle kontrol edilebilmektedir. Bu 6zellikler sebebiyle M. desertus 'un

deneysel ¢alismalarda kullanilmasi olduk¢a uygundur.

Schistocerca gregaria (¢ol ¢ekirgesi) ile yapilan ¢alismada erkek bireylere
azadirachtin uygulanmas1 sonucu testislerde kiigiilme , mayoz bdliinme

safhalarinda bozulmalar gézlenmistir ( Mordue et al., 1997).

Albino siganlarda yapilan calismada, yiiksek dozlarda Azadirachtin
uygulnmasi testis, seminal vesikiil ve ventral prostat organlarin agirliklarinda

azalmalara ve verimliligin azalmasina neden olmaktadir (Aladakatti et al., 2011).

Baliklar {izerinde cadmium kloriid ve Azadirachtin’in genotoxic etkilerine
bakilmis, Azadirachtin’in cadmium kloriid kadar toxic etkilerinin olmamasina
ragmen mayoz ve mitoz evlerinde lireme hiicrelerinde tiimorlesme gozlenmistir

(Chandra and Khuda-Bukhsh, 2004).

Fareler iizerinde Azadirachtin’in etkileri incelenmis, doz ve doza maruz
kalma siiresinin artisina bagli olarak sperm sayilarinda ciddi azalmalar seminal

vesikiillerde toksik etkilere rastlanmig (Abou-Tarboush et al., 2009).
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Yapilan calismada M. desertus’ da gozlemlenen degisimler yukarida soz

edilen calismalarla benzerlik gostermektedir.

Calismada 100 ppm diisiik konsantrasyon uygulanan orneklerde 96 saat
sonunda testis yapisinda kontrol grubuyla biiylik 6l¢lide benzerlik gdstermesine
ragmen, folikiilii saran bag doku kilifinda yer yer ayrilmalar ve diizensiz goriiniim

ortaya ¢ikmustir.

150 ppm’lik konsantrasyon uygulanan deneme grubunda, diisiik
konsantrasyonda gdzlenen bulgulara ek olarak, interstisiyal alandaki vakuollii
goriinlim belirgin bir hal almistir. Sist kiimeleri ile etrafin1 saran epitel ortii
arasinda ayrilmalar gozlenmistir. Ayrica sperm baslarinda toplanma yara dokusu

benzeri kistlesmeler goriilmeye baslamaktadir.

Diistik 100 ppm ve orta 150 ppm konsantrasyonlarda gézlenen bulgular,
yilksek uygulama grubu olan 250 ppm’lik konsantrasyonda artarak devam
etmektedir. Ayrica olgun sperm sayisinda azalma, spermatid olusumunda

gerileme ve kistlesmesinin artis1 gozlenmistir.

Cok yiiksek konsantrasyon olarak belirlenen 500 ppm’lik deneme
grubunda sist kiimeleri ile etrafin1 saran epitel Ortlide tamamen parcalanmalar,

sperm olusmamasi, sperm baslarinin tamamen kistlesmesi gézlenmistir.

Deneme siiresince genel olarak spermatogenik hiicreler ile epitel ortiileri
arasinda ayrilmalar, vakuol olusumu, sperm olusumunda azalma ve kistlesme
tespit edilmistir. Biitiin bu bulgular Azadirachtin’in M. desertus testislerinde

spermatogenik aktiviteyi bozan hasarlara yol a¢tigin1 gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alisma; Azadirachtin’in M. desertus testislerine etkisini
genel histopatolojik kanitlarla ortaya koyarak bu insektisitin toksik etkilerinin
olas1 varligin1 géstermesi agisindan dnemlidir. Sunulan ¢aligsma arazi kosullarinda
da etkilerinin arastirilmasi sonucunda elde edilecek bulgulara gore s6z konusu
preparatin M. desertus‘a kars1 Ozellikle organik tarim ve iyi tarim

uygulamalarinda kullanilabilecegi kanisina varilmstir.



31

KAYNAKLAR DiZiNi

Abou-Tarboush, F.M., EI-Ashmaoui , H.M., Hussein , H.I., Al-Rajhy D.,and
Al-Assiry M. , 2009, Effect of Azadirachtin of Neemix-4.5 on SWR/J Mice,
Saudi Journal of Biological Sciences 16, 6976 pp.

Adler , V.E. and Uebel, E.C.,1985, Effects of formulation of neem exract on six
species  of  cockroaches  (Orthoptera:  Blaberidae, Blattidae  and
Blattellidae),Phytoparasitica, 13(1): 3-8 pp.

Aladakatti H.R., Sukesh, B., Jadaramkunti, U.C. and Hiremath, M.B., 2011,
Aspects of the Antiandrogenic/antifertility property of Azadirachtin-a from
Azadirachta indica leaves in male albino rats: effect on the biochemical and cauda
epididymal sperm parameters, Recent Research in Science and Technology ,

3(2): 34-46 pp.

Ascher, K.R.S., 1993. Nonconventional Insecticidal Effects Pesticides Available
from Neem Tree, Azadirachta indica. Archives of Insect Biochemistry and
Physiology, 22: 433-449 pp.

Awad, T.I., Onder, F. ve Kismal, S., 1998. Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae) Agacindan Elde Edilen Dogal Pestisitler Uzerinde Bir inceleme.
Tiirkiye Entomoloji Dergisi, 22(3): 225-240 pp.

Chandra, P. and Khuda-Bukhsh, A.R., 2004, Genotoxic Effects of Cadmium
Chloride and Azadirachtin Treated Singly and in Combination in Fish, Ecotoxicology
and Environmental Safety 58 (2004) 194-201 pp.

Coats, J.R., 1994. Risks From Natural Versus Synthetic Insecticides. Annual
Review of Entomology, 39:489-515 pp.

Croft, B.A., 1990. Arthropod Biological Control Agents and Pesticide. Wiley,
New York. 723 pp.



32

KAYNAKLAR DIiZiNI (devam)

Ceribasi. N., 2001. Azadirachtin’in Baz1 Sebze Zararlilarina Kars1 Etkinligi
Uzerine Arastirmalar, Yiiksek Lisans Tezi Akdeniz Uni. Bitki Koruma Anabilim

Dali, Antalya.

Delen, N., Durmusoglu, E., Giincan, A., Giingor, N., Turgut, C., ve Burcak,
A., 2005, Tiirkiye’de pestisit kullanimi, kalinti1 ve organizmalarda duyarlilik

azalig1 sorunlari, Tiirkiye Ziraat Miih. 6. Teknik Kongre, Ankara.

Delen, N., Kinay, P., Yildiz, F., Yildiz, M., Altinok, H.H., ve Uc¢kun, Z., 2010,
Tiirkiye Tariminda Kimyasal Savasimin Durumu ve Entegre Savasim Olanaklari,

Tiirkiye Ziraat Miih. 7. Teknik Kongre, Ankara.

Dorn, A., Rademacher, J.M., and Sehn, E., 1987, Effects of azadirachtin on
reproduction organs and fertility in the milk weed bug Oncopeltus fasciatus, Proc.
3" Int. Neem Conf., Nairobi.

Greenberg, S. M., Showler, A. T.an d Liu, T., 2005, Effects of neem-based

insecticides on beet armyworm (Lepidoptera: Noctuidae), Insect Science 12, 17-
23 pp.

Gocmen, H., Topakel, N., ve ikten, C., 2007, Pamuk beyazsinegi, Bemisia
tabaci (genn.) (Homoptera:Aleyrodidae)’ye kars1 azadirachtin’in etkinligi tizerine
bir arastirma, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi, 20(1),119-126 pp.

Haseeb, M., Liu, T.-X. and Jones, W.A., 2004, Effects of selected insecticides

on Cotesia plutellae endoparasitoid of Plutella xylostella. BioControl, 49, 33J46
Pp.

Haynes, K.F., 1988. Sublethal Effects of Neurotoxic Insecticdes on Insect

Behavior. Annual Review of Entomology, 33: 149-168 pp.



33

KAYNAKLAR DIZINI ( devam)

Heyde, V.D.J., Saxena, R.C. and Schmutterer, H., 1984, Neem oil and neem
exracts as potential insecticides for control of hemipterous rice pests, Proc. 2nd
Int. Neem Conf., Rauischholzhausen.

Isman, M.B., 1999, Neem and related natural products. Biopesticides: Use and
Delivery (eds. F.R. Hall and J.J. Menn),pp. 139J154. Humana Press, Totowa, NJ.

Isman, M.B., 1997, Bioinsecticides, Neem Insecticide, Pesticide Outlook, Faculty
of Agricultural Sciences. University of British Columbia, Vancouver, Canada.
October, 32-39 pp.

Isman, M.B., 2006. Botanical insecticides, Deterrents and Repellents in Modern
Agriculture and an Increasingly Regulated World. Annual Review of

Entomology, 51: 45-66 pp.

Jabbar, A., Anwar, T. and Khalique, F., 1992, Suitability of neem (Azadirachta
indica) for the control of agricultural insect pests, journal of Pakistan
Entomology, 7(1-2): 25-32 pp.

Jacobson, M., 1989. The Neem Tree. Focus on Phytochemical Pesticides. Vol.1.
Boca Raton, CRC Press, 178 p.

Jaglan, M.S., Khokhar, K.S., Malik, M.S., and Singh, R.,1997, Evaluation of
neem extract against American Bollworm, Helicoverpa armigera (Hubner), J.
Agric. Food Chem., 45: 3262-3268 pp.

Kaplan, M., 2009, Organik Gidalar Neden Tercih Edilmeli?. Bilim Teknik
Dergisi Say1 501 : 30-33 pp.

Ketkar, C.M., 1976, Utilization of neem ( Azadirachtin indica A.Juss) and its by-
products. Final Tech. Rep. , Khadi and Village Industre. Comm., Bombay, India.

Liu, S.Q., Shy, J.J., Cao, H., Jia, F.B., Liu, X.Q. and Shi, G.L., 2000. Survey of
Pesticidal Component in Plant. In: Dianmo, L. (Ed.), Entomology in China in 21st



34

KAYNAKLAR DIZIiNi ( devam)

Century. Proceedings of 2000 Conference of Chinese Entomological Society,

Science and Technique Press, Beijing, China. pp. 1098-1104.

Liang, G., Chen, W. and Liu, T., 2003, Effects of three neem-based insecticides
on diamondback moth (lepidoptera: plutellidae), Crop Protection, Vol. 22, Issue
2, 333-340 pp.

Malczewska, M., Gelman, D.B. and Cymborowski, B., 1988. Effect of
Azadirachtin on Development, Juvenile Hormone and Ecdysteroid Titres in 37
Chilled Galleria mellonella Larvae. Journal of Insect Physiology, Vol. 34,

No. 7, pp. 725-732.

Miller, F. and Uetz, S., 1998. Evaluating Biorational Pesticides for Controlling
Arthropod Pests and Their Phytotoxic Effects on Greenhouse Crops.
HortTechnology, 8 (2): 185-192 pp.

Mordue, A.J., Blackwell, A., 1993, Azadirachtin: an update, J.Insect Phys., 39:
903-924 pp.

Mordue, A.J., Zounos, A., Wickramanda, I.R. and Allan, E.J.,1995, Neem
tissue culture and the production of insect antifeedant and growth regulatory
compounds.BCPC Sym. Proceed. 63: 187-194 pp.

Mordue, A.J., Nisbet, A.J., Linton, Y.M., 1997, The Effects of Azadirachtin on
the Testes of the Desert Locust, Schistocerca gregaria, J. Insect Physiol., Vol.43,
No. 11, pp. 1077-1084 .

Morgan, D.E. and Butterworth, J.H., 1971, Investigation of the locust feeding
inhibition of the seeds of neem tree, Azadirachta indica, Journal of insect
Phsiology, Vol:17(6): 969-977 pp.

Morgan, D.E., 2009, Azadirachtin, a scientific gold mine, Bioorganic &
Medicinal Chemistry 17 4096-4105 pp.



35

KAYNAKLAR DIZINI ( devam)

Quadri, S.H. and Narsaiah, J., 1978, Effects of azadirachtin on the moulting
process of last instar nymphs of Periplaneta americana, Indian J. Exp. Biol.,
16:141 p.

Ratwanski, S.A. and G.E. Wickens, 1981, Vegetative fallows and potential

value of the neem tree (Azadirachta indica) in the tropics. Econ. Bot., 35: 398-414

Pp.

Rembold, H., H. Forster, Ch. Czoppelt and J.P. Sieber, 1984, The
azadirachtin, a group of insect growth regiilator from the neem tree: 153-162.
Natural pesticides from the neem tree and other tropical plants.In proc. 2", Int.

Neem Conf. Rauischholzhausen.

Schneider, M.I., Smagghe, G., Pineda S. and Viiuela, E., 2004. Action of
Insect Growth Regulator Insecticides and Spinosad on Life History Parameters
and Absorption in Third-instar Larvae of the Endoparasitoid Hyposoter
didymator. Biological Control, 31: 189-198 pp.

Schmutterer, H., 1987, Fecundity- reducing and sterilizing effects of neem seed
kernel extracts in Colorado potato beetle, Leptinotarsa decemlineata, Proc. 3™

Int. Neem Conf., Nairobi.

Schmutterer, H., 1990, Properties and potential of natural pesticides from the

neem tree, Annual Review of Entomology, 35: 271-298 pp.

Schmutterer, H., 1995, The Neem Tree Azadirachta Indica A. Juss. and other
Meliaceous Plants: Sources of Unique Natural Products for Integrated Pest
Management, Medicine, Industry and other Purposes. VCH Publishers,

Weinheim, Germany.



36

KAYNAKLAR DIZIiNi ( devam)

Schmutterer, H., 1997. Side-effects of Neem (Azadirachta indica) Products on
Insect Pathogens and Natural Enemies of Spider Mites and Insects. Journal of
Applied Entomology, 121, 121-128 pp.

Schwinger, M., Ehhammer, B. And Kraus, W., 1984, Methodology of the

Epilachna varivestis bioassay of antifeedants demonstrated with some compounds

from Azadirachta indica and Melia azedarach : 181-198. Natural pesticides from
the neem tree and other tropical plants.In proc. 2™. Int. Neem Conf.
Rauischholzhausen.

Shivakumar, M.S., 2011, Comparative efficacy of Azadirachtin on the larval
population of Culex quinquefasciatus, Anopheles stephensi and Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) in Gujarat, India, Int. Jour. Of Phar. and Bio Sci., 2:41-47.

Simmonds, M.S.J. and Blaney, W.M., 1984, Some neurophsiological effects of
azadirachtin on lepidopterous larvae and their feding response, Entomol.Exp.
Appl., 77(1): 69-80 pp.

Takada, Y.S., Kawamura and Tanaka, T., 2001. Effects of Various Insectcides
on the Development of the Egg Parasitoid Trichogramma dendrolimi
(Hymenoptera: Trichogramatidae). Journal of Economical Entomology, 94 : 1340-
1343 pp.

Tiryaki, O., Canhilal, R., Horuz, S., 2010, Tarim ilaclar1 kullanimi ve riskleri
Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 26(2): 154-169 pp.

Walter, J.F., 1999, Commercial experience with neem products, Biopesticides:

Use and Delivery, pp.155-170, Humana Press, Totowa, NJ.

Willrich, M.M. and D.J. Boethel, 2001. Effects of Diflubenzuron on
Pseudoplusia includens (Lepidoptera:Neoctuidae) and its Parasitoid Copidosoma

floridanum (Hymenoptera:Encyrtidae). Environmental Entomology, 30 : 794-797
Pp.



37

KAYNAKLAR DIZINI ( devam)

Verkerk, R.H.J. and Wright, D.J., 1993. Biological Activity of Neem Seed
Kernel Extracts and Synthetic Azadirachtin Against Larvae of Plutella xylostella
L. Pesticide Science, Vol. 37: pp. 83-91.

Yadav, T.D., 1985, Antiovipositional and ovicidal toxicity of neem (Azadirachta

indica A.juss) oil aganist three species of Callosobruchus, Neem Newsl., 2: 5-6 pp

Yornuk, D., 2011, Melanogryllus desertus (Pallas, 1771)(Orthoptera:
Gryllidae)’ta Azadirachtin’in Yumurta Verimine Etkileri, Ege iiniversitesi Fen

Bilimleri Enstitiist, Yiiksek Lisans Tezi.



38

OZGECMIS

Selin Cakar, 1986 yilinda izmir’de dogdu. Ilk ve orta 6grenimini Izmir’ de
tamamladi. 2005 yilinda Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii’nde
lisans Sgrenimine basladi. Yabanci Diller Béliimii’'nde 1 yil Ingilizce hazirhik
okuduktan sonra 2010 yilinda Biyoloji Boliimii’nden mezun oldu. 2010 yilinda
Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali1, Zooloji Bilim Dali’nda Yiiksek
Lisans egitimine basladi. Halen o6zle bir kurumda Biyoloji Ogretmenligi

yapmaktadir.



