CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

YUKSEK LiSANS TEZI

Benay SEZER

Galleria mellonella L. LARVALARINDA TOTAL GLiKOJEN VE PROTEIN
MIKTARINA AZADIRACHTININ ETKIiLERI

BiYOLOJi ANABILIM DALI

ADANA, 2010



CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Galleria mellonella L. LARVALARINDA TOTAL GLiKOJEN VE PROTEIN
MIKTARINA AZADIRACHTININ ETKIiLERI

Benay SEZER

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOLOJIi ANABILiM DALI

Bu Tez 13 /01/2010 Tarihinde Asagidaki Jiiri Uyeleri tarafindan Oy Birligi /
Oy Coklugu ile Kabul Edilmistir.

Imza:........................ Imza:...................... Imza:...................
Yrd.Dog¢.Dr. Pmar OZALP Prof.Dr. Iskender EMRE Dog.Dr.Fatma CEVIK
Danigman Uye Uye

Bu Tez Enstitiimiiz Biyoloji Anabilim Dalinda Hazirlanmistir.
Kod No:

Prof.Dr. ilhami YEGINGIL
Enstitii Midura

Bu Calisma Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: FEF2007YL4

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.




0z

YUKSEK LiSANS TEZi

Galleria mellonella L. LARVALARINDA TOTAL GLIiKOJEN VE PROTEIN
MIKTARINA AZADIRACHTININ ETKIiLERI

Benay SEZER

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

Damsman: Yrd.Dog.Dr. Pinar OZALP
Yil: 2010, Sayfa: 43

Jiiri :Yrd.Dog¢.Dr. Pmar OZALP
Prof.Dr. Iskender EMRE
Doc. Dr. Fatma CEVIK

Sunulan ¢aligmada Melia azedarach ve Azadirachta indica’nin olgun meyve
tohumu, yaprak, govde ve ciceklerinden elde edilen azadirachtin ekstraktinin
Galleria mellonella larvalarinda glikojen ve protein miktarina etkileri arastirildi.

Azadirachtinin 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml/100 g konsantrasyonlarini igeren
besin ile beslenen Galleria mellonella L. larvalarinin sentezledigi total protein ve
glikojen miktarlar1 dl¢iildii. Farkli oranlardaki azadirachtinin besine ilave edilmesiyle
protein ve glikojen miktarlarinda azalmalar meydana geldi.

Protein yiizdelerinde, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml/100 g azadirachtin iceren
besinlerde kontrole gore azalma gozlendi. Glikojen yiizdeleri ise, 1.00, 2.00 ve 4.00
ml/100 g azadirachtin i¢eren besinlerde kontrole gore azalirken, 6.00 ml azadirachtin
iceren besinde kontrole gore artis meydana geldi.

Anahtar Kelimeler : Azadirachta indica, Melia azedarach, Galleria mellonella,
Glikojen ve Protein sentezi
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In this study, the effects of azadirachtin extract obtained from the kernels of ripe
fruits, leaves, stems and flowers from Melia azedarach and Azadirachta indica were
investigated on the glycogen and protein contents of Galleria mellonella L. larvae.

Azadirachtin caused a reduction in protein and glycogen contents when 1.00,
2.00, 4.00 and 6.00 ml/100g concentrations of azadirachtin were incorporated into
the diet of Galleria mellonella L.

Diet containing 1.00, 2.00, 4.00 and 6.00 ml/100 g of azadirachtin decreased the
percentage of protein contents compared with the control diet.

While diets containing 1.00, 2.00 and 4.00 ml/100 g caused a decrease in the
percentage of glycogen content. Diet containing 6 ml/100 g increased it compared
with the control group.

Key Words: Azadirachta indica, Melia azedarach, Galleria mellonella, Glycogen
and Protein Synthesis
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1.GIRIS Benay SEZER

1. GIRIS

Glinlimiizde sentetik insektisitlerin bilingsizce kullanimi sonucu zararlilarda
olusan dayaniklilik, insan sagligi ve ¢evreye toksisitesi gibi olumsuz etkileri, bilimsel
caligmalarla kanitlanmis ve zararlilarla savasta egilim biyolojik savas ve dogal
organik insektisitlerin kullanilmas1 yoniinde artmistir (Miller ve Uetz, 1998).
Boceklerde, sentetik insektisitlere karsi gelisen dayanikliligin dolden dole aktarilmasi
da bu olumsuz etkiyi arttirmaktadir.

Bocek direnci konusunda arastiricilar tarafindan en kabul goren tanim, Diinya
Saglik Orgiitii’'ne (WHO) aitti. WHO nun bdcek ilact uzmanlar komitesi, 1957°de,
bocek ilaglarma kars1 gelistirilen bocek direncini  “bir tiiriin normal bir
populasyonundaki bireylerin ¢ogunu 6ldiirdiigii kanitlanan bir bocek ilact dozunu,
ayn1 bocegin diger bir popililasyonunun tolere etme yeteneginin gelismesi” seklinde
tanimlamistir. Yapilan c¢alismalara gore de bircok Arthropoda tiiriiniin, insektisitlere
kars1 direng gosterdigi kanmitlanmistir (Plapp, 1984). Insektisit direncinin evrimi
zararl bocek populasyonlarinin kontrolii agisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir.

1940 yilinin baglarinda organoklorlu ve organofosforlu insektisitlerin
kesfinden once, gelismis iilkelerde bitkisel insektisitlerin kullanim1 ¢ok biiyiik 6nem
tagimaktaydi. Yiizyillardir insanlar, besinlerini yok eden ve insan sagligini etkileyen
boceklerle miicadelede dogal insektisitleri kullanirlardi. Oysa, 20. yiizyilda, zarar
verici boceklerden, kenelerden ve ev tozu akarlarindan korunmak icin dogal
insektisitlerin yerini sentetik insektisitler almistir (Coats, 1994).

Insektisitlerin bircogu sinir sistemini etkiler. Bu nedenle belli oranlardaki
insektisitlerin 6lim oranmni etkilemesinden ¢ok bocek davranisina etkili olmasi
sasirtict degildir (Matsumura, 1985 ; Narahashi, 1976.).

Boceklerle miicadele teknikleri; yumurtlamayr Onleyici feromonlarin
kullanimi, kisir boceklerin salinimi ve hormonal kontrol ile gelisimin engellenmesi
gibi yontemleri kapsamaktadir (Haynes, 1988). Boceklerle entegre miicadele, onlari
oldiirmek amaciyla degil, populasyonlarini belli seviyelere diisiirmek amaciyla
yapilmaktadir. Boceklerde entegre miicadele biriminin (IPM) programi, hangi

insektisitin biyolojik kontrolde etken oldugunun bulunmasinda ve yikici etkilerinin
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neler oldugunu teshis etmede kullanilmaktadir (Schneider ve ark, 2004). Biitlin bu
insektisitler ¢cevreye zarar vermemelerinden, ¢cabuk bozulmalarindan, insanlara karsi
diisiik toksik etkilerinden ve disiikk dozlarda kullanilmalarindan dolay1 genis
spektrumlu pestisitlere nazaran daha giivenli bir alternatif olarak g6z Oniinde
tutulmaktadir (Liu ve ark, 2000). Dogal insektisitlerin en 6nemli avantajlari, nemde,
giines 15181nda ve riizgarli hava kosullarinda ¢ok hizli par¢alanmalaridir. Bitkilerden
elde edilen biyopestisitlerin en 6nemli 6zelliklerinden biri de boceklerde beslenmeyi
Onleyici ve uzaklastirici etkisinin olmasidir (Isman, 2006). Caligmalar gostermistir
ki, dogal insektisitler Oldiirlicii olmayan, verimliligi azaltan veya arttiran etkilere
sahiptir (Takada ve ark, 2001). Ayrica gelisim oran1 (Willrich ve Boethel, 2001),
cinsiyet oraninda degisiklik, diyapoz ve parazitoidlerle birlikte morfolojide direkt,
konak fizyolojisine ise dolayli olarak etki gostermektedir (Croft, 1990).

Biyopestisitler, US-EPA (United States Enviromental Protection Agency)’ nin
yapmis oldugu simiflandirmada; mikrobiyal pestisitler, bitki pestisitleri ve
biyokimyasal pestisitler olmak iizere 3 smnifa ayrilir. Biyopestisitler, geleneksel
pestisitlerden daha az zararlidir. Bugiin, bitkisel kokenli dogal insektisitler diinya
insektisit pazarinin %1’ini olusturmakta ve organik tarima yonelimin artmasi
nedeniyle yillik satiglar her sene yaklasik 9%10-15 oraninda artis gdstermektedir.
Buna karsilik birgok bitki tiiriinlin insektisidal 6zelligi olmasina ragmen bitkilerden
cok az miktarlarda pestisit iiriinleri elde edilmekte, ve bu liriinler genellikle gelismis
tilkelerde kullanilmaktadir (Isman,1997).

S6z konusu dogal insektisitlerden en 6nemlisi ve en ¢ok kullanilan1 Neem
agac1 olarak bilinen Azadirachta indica Juss. (Meliaceae)’dan elde edilen
Azadirachtin etkili maddesidir. Azadirachtin, ilk olarak Butterworth ve Morgan
(1971) tarafindan izole edilmis dogal bir insektisittir. Ge¢gmis 20 y1l boyunca bir¢cok
bitki ¢esidi arasinda yapilan ¢alismalarda azadirachtin tiim diinyada entomolojistlerin
ve bitki kimyacilarinin ilgisini ¢ekmistir (Schmutterer, 1990). Meliaceae familyasina
ait Melia azedarach ve Azadirachta indica tiirlerinde izole edilen kimyasallar, son
zamanlarda entomolojistler tarafindan boceklerle miicadelede etkili olduklarindan
dolay1 dikkatle incelenmektedir (Lin-Er ve ark., 2008). Bu etki, bdceklerde

beslenmeyi Onlemesi ile limonoidlerin varligina (Huang ve ark., 1994 ; Cespedes ve
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ark, 2000), bunun yani sira bitki ile beslenen boceklerin temel biyokimyasal ve
fizyolojik fonksiyonlarinda toksik engellemeye neden oldugu sonucuna baglanabilir
(Brattsten, 1983). Tesbih veya semsiye agaci olarak bilinen M. azedarach, Hindistan
ve Cin’de dogal olarak bulunmaktadir. Ulkemizde ise izmir, Adana ve Hatay
yoresinde kiiltiire alinarak park ve bahgelerde yetistirilmektedir (Davis, 1975). M.
azedarach ve A. indica igerdigi benzer bilesenleri ile zararlilarla miicadelede aym
etkiyi gostermektedir (Oelrichs ve ark, 1983).

Meliaceae familyasmin bir diger iiyesi olan neem agaci ise (Azadirachta
indica Juss.) genellikle Asya’nin tropikal bolgelerinde, ¢ogunlukla Hindistan’da
yetisir. Yaprak dokmeyen, boyu 25 m’ye ulasabilen, hizli biiyiiyen ve kurak
bolgelerde yetigebilen, fakir, s1§ ve tuzlu topraklara toleranshidir. Meyveler, bocekleri
farkli sekillerde etkileyen en onemli bitki kisimlaridir (Schmutterer, 1990). Bu
familyaya ait bitkilerin ekstraktlar1 boceklerde beslenmeyi 6nlemek, uzaklastirmak
ve biiyime mekanizmasini degistirmek i¢in kullanilmaktadir (Reed ve ark, 1982).
Bu amag i¢in en ¢ok kullanilan tiirlerden olan Azadirachta indica A. Juss, ucuz
olmasindan dolay1 az gelismis {ilkelerde bdceklerle miicadelede giivenlidir

(Schmutterer, 1990 ; Rice, 1993).

Sekil 1.1. Azadirachtinin kimyasal yapis1
Neemden elde edilebilen bir¢ok aktif biyolojik bilesikler, triterpenoidleri,
fenolik bilesikleri, karotenoidleri, steroidleri ve ketonlar1 icermektedir. Azadirachtin,
steroid Ozelliginde bir tetranortriterpenoidtir  (limonoid).  Tertatriterpenoid
azadirachtin neem tohumlarinda oldukga fazla bulunmasindan dolay1 en etkili pestisit
olarak kabul edilmistir. Limonoidler, bitkisel kimyasallardir, narenciye
meyvelerinde, Rutaceae ve Meliaceae familyalarina ait tiirlerde bol bulunmaktadir.

Azadirachtin, azadirachtin-A’dan azadirachtin-G’ye kadar 7 farki izomerin
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karistmindan  olugsmustur.  Azadirachtin-A, yiiksek miktarlarda bulunmakta,

azadirachtin-E ise en etkili bocek biiylime diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir

(Verkerk ve Wright, 1993).

Hu..

Sekil 1.2. Limonoid ¢esitlerinden limoninin kimyasal yapis1

Ayrica antiviral, antifungal, antibakteryal, tiimoér olusumunu engelleyici ve
sitmay1 Onleyici etkilerinden dolayr incelenmektedir. Ondan fazla limonoid
allelokimyasallar1 neem agacinin cesitli bolgelerinden 9 temel grup halinde viz,
azadiron (yagindan), amoorastatin (taze yapraklarindan), vepinin (tohum yagindan),
vilasinin (yesil yapraklarindan), gedunins (tohum yagindan ve agac¢ kabugundan),
nimbin (yapraklarindan ve tohumundan), nimbolin (¢ekirde§inden), salanin (taze
yapraklarindan ve tohumundan) ve azadirachtin (neem tohumundan) izole edilmistir.
(Kraus, 2002). Bitkiden izole edilen biitiin bu bilesenlerin i¢cinden azadirachtin en

toksik alkoloid olan yiiksek oksijenli C-secomeliacindir (Ascher, 1981).
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Neem agacinin yaprak veya kabuklariin kurutulmasiyla toz halinde meyve
veya tohumdan terpenoid yapida olan azadirachtin ekstrakte edilerek, tohum veya
tohum kabugundan elde edilen yag, cesitli sekillerde zararlilarla miicadelede
kullamilmaktadir (Schmutterer, 1995). Ulkemizde ise 2000 yilindan bu yana Neem
Azal-T/S (Verim) ticari ismiyle (Anonymous, 2002) bir¢ok bilimsel c¢aligmalarda
kullanilmaktadir.

Azadirachtin bir Ecdyson (deri degistirme hormonu) antagonistidir.
Boceklerin gomlek degistirme mekanizmasinin bozulmasina yol agar. Ecdysteroid
hormonu ve ecdysis-uyarict hormon deri degistirme hazirligi ve deri degistirme
zamanini diizenlemektedir. Her evreden digerine geciste deri degisimi (ecdysis)
goriiliir. Beyin i¢i salgt bezlerinden salgilanan aktivasyon hormonu tarafindan
harekete gecirilen metamorfoz evreleri, diger iki bezden salgilanan juvenil hormonu
ve ecydson hormonlarinin denetimi altinda devam eder (Malczewska ve ark., 1988).

Insan, hayvan ve ¢evre agisindan son derece giivenilir bir madde oldugu icin
organik tarim yapilabilecek iirlinler arasinda yer almaktadir. Azadirachtinin
boceklerde uzaklastirict, beslenmeyi Onleyici, liremeyi, yumurtlamay1 ve verimliligi
engellemek gibi etkilerinin yani sira, ugma kabiliyetinin kaybolmasina neden oldugu
da bilinmektedir (Jacobson, 1989 ; Ascher, 1993 ; Schmutterer, 1995 ; Awad ve ark,
1998). Bocekler ya da konak bitkiler azadirachtin veya neemin alkoloid ekstraktlar
ile muamele edildiginde 30 tiirde ovipozisyonu Onleyici ve 70’in lizerinde tiirde
biiylimeyi ve liremeyi kisitlayici etkisi oldugu goriilmiistiir. Gelisim, deri degistirme
ve ireme gibi fizyolojik etkileri bir¢ok tiirde benzerlik gosterir (Mordue ve
Blackwell, 1993). Boceklerde yapilan bazi calismalarda, sinir ve endokrin sisteme
etki ederek juvenil hormonun sentezini engelledigi de ortaya ¢ikmistir (Howatt,
1994). Ayrica azadirachtinin bir¢ok bocek tiiriinde metamorfozu degisiklige ugrattig
da gozlenmistir (Schmutterer, 1997 ; Tang ve ark, 2002). Azadirachtinin etki sekilleri
(1) caydiric1 etkisi ve diger kemoreseptorlerin beslenmeyi 6nleyici saonuglarinda (ii)
deri degistirme ve morfogenetik peptid hormonu saliniminin durdurulmasinda (iii)
boceklerin birgok dokusunda etkilidir (Mordue ve Blackwell, 1993).

Azadirachtin, laboratuvar kosullarinda belirlenen en 6nemli bocek biiylime

diizenleyicilerinden (IGR) biridir  (Schmutterer, 1997). Bodcek biiyiime
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diizenleyicileri, boceklerin biiyiime ve gelismesi i¢in etkili olan sistemlerin
diizenlenmesini Onleyerek etkiler. Biiyiime diizenleyici etkisi olan insektisitler,
biyokimyasal yollarla bliylime ve gelisme icin gerekli olan sistemleri diizenleyerek
veya Onleyerek boceklerde etkili olurlar. Bu maddeler gelisimde etkili olan
hormonlarin ¢aligmasina etki ederek bocekleri dldiiriirler (Tunaz ve Uygun, 2003).

Lepidoptera takimi, diger organizmalar arasinda neem Oziitiine karst en ¢ok
hassas olan grubu olusturur (Schmutterer ve Singh, 1995). Kiiltiir bitkilerinde 6nemli
zarar yapan basta Lepidoptera ve Orthoptera olmak iizere Homoptera, Heteroptera,
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, ve Hymenoptera takimina bagli bir ¢ok tiirde bu
etkiler, sayisiz ¢alismalar da arastirilmistir (Kismali ve Madanlar, 1988 ; Jacobson,
1989 ; Koul ve ark, 1990 ; Schmutterer, 1990 ; Ascher, 1993 ; Durmusoglu ve ark,
2003).

Baz1 sentetik kimyasal insektistler, bitkisel insektisitler ve biyopestisitler
boceklerde lipid, karbohidrat ve protein seviyelerini degistirmektedir. (Badhiya ve
Hazarika, 1996 ; Barwal ve Karla, 2001 ; Seyoum ve ark, 2002 ; Vijayaraghauon ve
Chitra, 2002 ; Wang ve ark, 2005). Boceklerin dogal diismanlarindaki bitkisel
triinler tarafindan etkilenen biyokimyasal degisimler hakkindaki bilgiler ve
literatiirlar yetersizdir (Abdul Razak ve Sivasubramanian, 2007).

Calismada kullanilan Galleria mellonella disisinin boyu 8-13.5 mm, ortalama
10.6 mm, kanat agiklig1 26-32 mm, erkek erginin boyu ise 7.5-12 mm, ortalama 9.3
mm, kanat agikligr 21-28 mm’dir. Disi ergin yasadigr miiddet¢e ortalama 280 adet
yumurta birakir. Yumurtalarin ag¢ilimi 25 °C’de 5-9 giin arasindadir. Larvalar 8
evrede gelisimini tamamlar ve son evrede beslenmeden kesilir, 6nce prepupa daha
sonra da pupa haline doniisiir. Erginleri kahverengi olduk¢a biiyiiktiir ve hava
kosullarina bagli olarak ortalama 2-6 hafta yasar. G. mellonella, tim diinyada
aricilarin sikintiya diistiikleri onemli bir zararli olarak goriilmektedir (Sanford,
2003).

Biiyiik bal mumu giivesinin ergin, pupa ve yumurta evresindeki bireyleri
peteklerde tahribata neden olmazken, larvalart 6nemli Slgiide zararli olmaktadir.
Peteklerin i¢ kisimlarinda tlineller acarak petege zarar vermekte ve tekrar kullanilma

ihtimalini yok etmektedir (Akyol ve ark., 2009).
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Sekil 1.4. Bal peteklerine zarar veren G. mellonella (Linnaeus)

Aricilar G. mellonella’yr yok etmek igin g¢esitli kimyasal miicadele
(aliminyum fosfit, metil bromid, etilen dibromid, naftalin, kiikiirt) yontemleri
kullanmakta, bu da c¢evreye ve insan sagligina zarar vermektedir. Ayrica fiziksel
(soguk-sicak) uygulamalar ve biyoinsektistler (Bacillus thuringiensis) de
kullanilmaktadir (Akyol ve Korkmaz, 2008). Zararliya karst kullanilan bu
yontemlerin ¢ogu etkili olmakla birlikte, kullanim olanaklarmin kisith ve ekonomik

olmamasi veya kalint1 problemi nedeniyle miicadele olanaklarini sinirlamaktadir.

Sekil 1.5. aveb. Larva c. Ergin G. mellonella
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G. mellonella, laboratuvar sartlarinda kolayca kiiltiire alinabilen ve birgok
parazitoid tiirii i¢in konak gbrevi goren bir tiirdiir. Bu amagla zararlinin larvalarinin,
NeemAzal T/S’nin farkli konsantrasyonlarda hazirlanan besinlerle beslenmesiyle

olusan larvalarin sentezledigi, glikojen ve protein miktarina etkileri arastirildi.



2. ONCEKI CALISMALAR Benay SEZER

2. ONCEKIi CALISMALAR

Karnavar (1987) tarafindan azadirachtinin bdceklerde beslenmeye ve
tiremeye etkisinin incelendigi ¢alismada, azadirachtinin duyu sinirlerine ve bununla
birlikte besin alimina engel oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu calismada,
azadirachtinin endokrin sisteme, morfogeneze, yumurta gelisimine, verimlilige,
yumurta acilim siliresine ve deri degistirmeye olumsuz yonde etki ettigi tespit
edilmistir.

Malczewska ve ark. (1988), azadirachtinin, gelismede juvenil hormon ve
ecdysteroid oranlarinin  G. mellonella larvalarina etkisi {izerine ¢alismus,
azadirachtinin G. mellonella larvalarinin, son larval evresinde, diisiik sicakligin
sebep oldugu hizli deri degistirmeye etkili oldugu gézlenmistir. Azadirachtin ayrica
larvada morfolojik bozukluklar ve pupa evresinde 6liimlere neden olmaktadir.

Nath ve ark. (1997) yapmis oldugu caligmada ipek bocegi Bombyx mori’nin
viicut yagina ve protein metabolizmasina organofosforlu insektisitlerden fenitrothion
ve ethionun toksik etkisine bakmis ve sonug olarak total protein miktarini azalttigini
tespit etmislerdir.

Martinez ve Van Emden (1999), yapmis olduklar1 ¢alismada sentetik besine
eklenen sublethal dozlardaki azadirachtinin, Spodoptera littoralis’e uygulandiktan
sonra besin aliminda ve gelismede azalma tespit etmisler ve bu etkilerin larvalarin
normal besine alinmasindan sonrada devam ettigini gozlemislerdir.

Ventura ve Ito (1999), tarafindan yapilan c¢alismada, Melia azedarach
ekstraktlarinin Diabrotica speciosa (Genn.) iizerinde beslenmeyi Onleyici etkisi
aragtirlmistir. Melia azedarach tiiriinin meyve ve c¢iceklerinden elde edilen
ekstraktlarin daha ¢ok etkili oldugu, yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin ise en az
etkiye sahip oldugu saptanmistir. Govdesinden elde edilen ekstraktlar ise bu ikisi
arasinda etki gostermektedir. Bu sonuca gore, farkli dozlarda cicekten elde edilen
ekstraktlar fasulye yapraklarina piskiirtilmis ve D. speciosa’da etkisi
gbzlemlenmistir. iki giin sonra beslenme tamamen durmustur. Daha sonra fasulye
bitkileri gilines 1s18ina maruz birakilip, ¢icek ekstraktlar1 piiskiirtiildiigli zaman

boceklerin beslenmesinin giderek artmaya basladigi gézlenmistir. Melia azedarach
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ekstraktlarmin beslenmeyi Onleyici etkisinin giines 1s1gmin oldugu kosullardaki
eksikligi nedeniyle, bu tiiriin sulu ekstraktlarinin kullanilmasina gerek duyulmadig:
tespit edilmistir.

Adel ve Sehnal (2000), azadirachtinin edysteroid hormonuyla benzer
Ozellikleri olan RH-2485"1n etkisini gelistirmesiyle ilgili yapilan ¢calismada, RH-2485
pestisit tiirtiniin Spodoptera littarolis’de 2. ve 4. larval evrede 1 ppm, 6. larval evrede
0.001 ppm konsantrasyonlarinda besine eklendiginde, deri degistirme sirasinda
Olimlerin meydana geldigi, 10 kez diisik dozda ise larvalarin goriinlisiinde
anormallik olmamasina ragmen gelismenin smirlandig1 ve gereginden fazla deri
degistirme meydana geldigi gozlenmistir. Ayrica c¢ikan erginlerde verimliligin
azalmasina neden olmustur. 10 ve 1000 ppm suneem yagi ile beslenen larvalarda
beslenmeden kesilme ya da azalma davranislar1 goriilmiis, deri degistirme gecikmis,
larva ve pupa evrelerinde Oliimlere sebep olmustur. Suneem yagi ile RH-2485
birlikte verildigi zaman larva doneminde 3 kere fazla deri degistirme meydana
gelmistir.

Weathersbee ve McKenzie (2005), yaptig1 calismada neem biyopestisitlerinin
narenciye zararlist olan Diaphorina citri’nin uzaklastiric1 etkisine, 6liim oranina,
yumurta verimine ve gelismeye etkisinin arastirildigi ¢alismada, 11.3, 22.5, 45, 90,
180 ppm dozlarinda azadirachtinin erginlerde 6liim oranina etkili olmadigi, sadece
uzaklastiric1 etkisi oldugu saptanmistir. Ayrica nimflere diisiik konsantrasyonlar da
bile etkili oldugu saptanmistir. 22.5 ppm konsantrasyonlarinda uygulamadan 4 giin
sonra deri degistirme gozlenmemis ve 7 giin i¢inde biitiin nimfler dlmiistiir.

Riba ve ark. (2003) tarafindan azadirachtinin bocek biiyiime diizenleyici
olarak etkisi Nezara viridula L.’de 5.evredeki nimfe farkli dozlarda azadirachtin
uygulanarak degerlendirilmistir. Her bocege 200-500 ng dozlarinda uygulamadan
sonra ergin doneme gecerken deri degistirme sirasinda tiim bireyler 6lmiis ve sag
kalanlar degisik nimf karakterleri gostererek bir siire sonra dlmiislerdir. Erginlerde
verimlilik 5.evrede nimflere 20 ng azadirachtin uygulanarak bu nimflerle beslenen
boceklerde dikkat c¢ekecek sekilde iiremede azalma goriilmistir. 1 pg/em’
azadirachtin yumurta birakilacak yilizeye uygulandiktan sonra uzaklastiric1 etki

yaptig1 gdzlenmistir.

10
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Nath (2002) yapmis oldugu bir diger ¢alismada, Bombyx mori’ nin viicut
yagindaki glikojen miktarina, fenitrothion ve ethionun toksik etkisine de bakmus, 5.
larval evrede organofosforlu insektistlere maruz birakilan Bombyx mori’ nin viicut
yagindaki glikojen miktarinda azalma tespit edilmistir.

Carpinella ve ark. (2003), Melia azedarach’in yapisinda bulunan
limonoidlerin  bdceklerle miicadele i¢in, beslenmeyi Onleyici etkisini ve
insektisitlerin &zelliklerini arastirmuistir. Ug farkli ordodan, 17 tiir ile yaptiklar
calismada 16 tiir ekstrakt ile muamele edildigi zaman ¢ok az besin tiiketebildigi
tespit edilmistir.

Huang ve ark. (2004), Spodoptera litura (F.)’da azadirachtinin protein
metabolizmasina etkisini aragtirmislar, pupa evresine kadar 1 ppm azadirachtin ile
muamele edilen besin ile beslenerek, 48 giinlilk pupada total protein bilesenleri
Olclilmiistiir. Sonug olarak, total protein miktarininda azalma tespit edilmistir.

Blaney ve ark. (2004), azadirachtin, azadirachtin tiirevlerinin ve limonoidlerin
Spodoptera littoralis, Spodoptera frugiperda, Heliothis virescens ve Heliothis
armigera tiirlerinde beslenmeyi Onleyici etkilerinin arastirildigi  deneylerde,
bilesiklerden en ¢ok etkilenen tiiriin S. littoralis oldugu ve S. frugiperde, H. virescens
ve H. armigera tiirlerinin ise daha az etkilendigi sonucuna varmstir.

Wandscheer ve ark. (2004), yaptig1 ¢alismada M. azedarach ve neem agaci
olarak bilinen Azadirachta indica’ nin olgun meyvelerinden elde edilen ethanolic
ekstraktlar Aedes aegypti’nin 3. ve 4. larval evredeki larvalar lizerinde denenmis ve
lethal dozlarda 25 °C’de 6lim oranlarmin M. azedarach ekstraktlarinda daha fazla
oldugu, 30 °C’de A. indica ekstraktlarinin biraz daha fazla oldiiriicti etki gosterdigi
tespit edilmistir.

Huang ve ark. (2005), Ostriana furnacolis Guence iizerine yaptigi ¢caligmada
azadirachtinin canli faaliyetlerine ve protein miktarina etkisi arastirilmig ve bu
arastirma sonucunda, azadirachtinin toksik etki yaparak biiylimeyi durdurdugu
bulunmustur. Ayrica pupa olusturma stiresini geciktirdigi, birgok anormal larva, pupa
ve ergin boceklerin olustugu tespit edilmistir.

Erdogan ve Toros (2005)’un M. azedarach L. nin aseton, etanol ve metanolle

elde edilen ekstraktlarinin patates bocegi (Leptinotarsa decemlineata Say) larvalarina

11
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etkisi gozlenmis ve konsantrasyon artisina bagli olarak larva ve pupa dénemi siiresini
uzatti81, larva ve pupa donemlerinde yliksek oranlarda 6liime neden oldugu, anormal
goriiniimlii bireylerin meydana geldigi, pupadan ¢ikan ergin sayisinin azaldigi ve
pupadan ¢ikan saglikli disilerin daha az yumurta biraktigi sonucuna varilmistir.

Kivan (2005), Eurygaster integriceps ile yaptigi1 calismada neem insektisit ile
uygulama yapildiktan sonra erginlerde 6liim oranina az da olsa bir etkinin goriildiigii,
birinci larval evrede ise higbir etkinin goriilmedigi kaydedilmistir. Yedi giin sonra
O0lim oraninda sirastyla yetigkinlerde ve larvalarda %44 ve %51.9 oraninda
degisiklik gozlenmistir.

Nathan ve ark. (2005) neem limonoidlerinden olan azadirachtin, salannin,
deacetylgedunin, gedunin, 17-hydroxyazadiradione ve deacetylnimbinin Anopheles
stephensi Liston’da larva, pupa ve yetiskin evrelerinde yumurtlamay1 Onleyici
etkisinin arastirildig1 deneylerde, azadirachtin, salannin ve deacetylgedun’in yiiksek
biyoaktivite gosterirken, diger limonoidler diisiikk biyoaktivite gdstermistir.
Azadirachtin 1 ppm dozunda en ¢ok Olim oranini (yaklagik % 100) gosteren
limonoid tiirti olarak tespit edilmistir.

Sak ve ark. (2006), Pimpla turionellae’nin toplam viicut agirligina, glikojen
protein ve lipid bilesenlerine cypermethrinin etkisine baktiklar1 deneyde, P.
turionella tarafindan parazitlenen G. mellonella’nin besinine g¢esitli dozlarda
cypermethrin eklenmis ve sonug¢ olarak cypetmethrinin glikojen, lipid ve protein
bilesenlerinde kontrole gore azalma oldugu tespit edilmistir.

Abdul Razak ve Sivasubramanian (2007), Cheilomenes sexmaculata Fabricus
ve Chrysoperla caernea Stephens ile yaptiklari deneyde ii¢ bitkisel insektisitin bu iki
tiriin karbohidrat bilesenlerine etkisini arastirmustir. C. sexmaculata’nin ergin
erkeklerinde %3’liilk neem yagi, karbohidrat bilesenlerinde %24.62’lik azalmaya
neden olmustur ve kontrolle karsilastirildiginda diger biitiin bitkisel yaglarda artis
gozlenmistir. Son larval evrede ise biitiin bitkisel yaglar karbohidrat seviyesini
azaltmistir. En ¢ok azalma %44.31 - %59.31 neem yaginda tespit edilmistir. C.
carnea’nin disilerinde ise, biitiin bitkisel yaglar kontrole gore %8.64’lilk azalma

gostermistir.

12
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Gopal ve ark. (2007) yaptig1 caligmada, %10’luk azadirachtin graniillerinin
topraktaki bakteri, actinomycetes, mantar, azotobakter ve nitrifikasyon bakterilerinin
populasyonunu durdurdugu ve yararl mikrobiyal tiirleri de azalttig1 tesbit edilmistir.

Gogmen ve ark. (2007), farkli azadirachtin dozlarinin Bemisia tabaci
(Genn.)’nin degisik gelisme donemlerine karsi etkisini incelemistir. Yapilan bu
caligmada azadirachtinin, B. tabaci’nin yumurta a¢ilimini etkilemedigi, 10, 20, 40 ve
60 ppm dozlarin ise larvalarin gelismesine olumsuz etki yaptig1 ve doz asimina bagh
olarak uzaklastirici etkinin arttig1 goriillmistiir.

Rhabbe ve ark. (2008a), Plodia interpunctella ile yaptigi calismada
azadirachtinin gelisime, enerji rezervlerine ve a-amilaz aktivitesine etkisini
incelemistir. Yapilan biyokimyasal ¢alismalarda azadirachtinin protein, glikojen ve
lipid miktarlarinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica, larval ve pupal
evrelerde 6liimlere sebep olmus, P. interpunctella’ da agirlik kaybi gozlenmistir.

Etebari ve ark. (2007), Bombyx mori larvalarini 0, 1, 10, 75, 150, 500 ppm
dozlarinda pyriproxyfen bulastirilmig dut yapraklari ile beslemis ve daha sonra
hemolenfinde glukoz, iire, iirik asit, kolestrol, total protein, alanine aminotransferaz,
aspartate aminotransferaz ve alkaline fosfataz gibi biyokimyasal degisiklikleri
Ol¢iilmiistiir. Sonuglara gore, 24 saat tiim biyokimyasal bilesenlerde azalma meydana
gelmistir.

Rharrabe ve ark. (2007), yaptigi ¢calismada Plodia interpunctella larvalarinin
4. evrede harmaline etkisi arastirilmig, harmalinin larvada agirlik kaybina, protein ve
glikojen bilesenlerinin azalmasina ve a-amilaz aktivitesinin durmasina neden oldugu
saptanmigtir. Larvadan pupa evresine ve ergin evrelere geciste gelismeyi durdurdugu
ve Oliimlere sebep oldugu tespit edilmistir.

Daas ve ark. (2007) yaptig1 ¢alismada ecdysteroid hormonuyla benzer etkisi
olan bisacylhydrazine tiirii kimyasal insektisitlerden RH-0345 ve RH-2485’in
Eupolybothrus nudicornis’de biiylimeye, hemolenf ve yumurtaliktaki protein
miktarina etkisi arastirilmigtir. Sublethal dozlarda toplam viicut ve yumurtalik
agirhiginda kontrole gore azalma gorilmiistiir. Ayrica hemolenf sivisinda total

protein konsantrasyonunun da azaldig: tespit edilmistir.

13
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Rharrabe ve ark. (2008b), 20-hydroxyecdysonun Plodia interpunctella’da
gelismeye ve embriyodaki sindirim kanalinin bir béliimiiniin (midgut hiicreleri)
epitel hiicrelerine etkisinin arastirildigi ¢calismada, larvada agirlik kayb1 ve protein,
lipid ve glikojen bilesenlerinde azalma tespit edilmistir.

Unal ve Akkuzu (2009), neem agacindan elde edilen dogal ekstrakt olan
azadirachtinin Thaumetopoea pityocompa (Schiff.) larvalarinin biiylimesi ve
beslenme aktivitesi lizerine yapilan deneyde azadirachtinin T. pityocompa larvalarina
kars1 etki gosterdigi, larvanin gelismesini dnledigi ve beslenme aktivitesini azalttigi

gozlemlenmistir.

14
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Stok Kiiltiiriin Devamhihgi , Beslenmesi ve Deney Boceklerinin Elde

Edilmesi

Calismada peteklere zarar veren Lepidoptera ordosuna ait Galleria mellonella
adli tiir kullanildi. G. mellonella pupalar1 28+2 °C sicaklik ve %70+5 bagil neme
sahip laboratuvar kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan belirlenmis olan yari
sentetik besin kiltiiriinde yetistirilen larvalardan elde edildi. Stok kiiltiiriin
devamliligi, besin konulan kavanozlarin igerisine birakilan G. mellonella ergin disi
ve erkek boceklerin ¢iftlesmesi sonucunda disilerin  biraktigi yumurtalarin

acilmasiyla saglandi.

Sekil 3.1. Bronksil (1961) tarafindan hazirlanan bal, petek, kepek, gliserin ve saf
sudan olusan yar1 sentetik besini igerisindeki G. mellonella larvalari

3.2. Deney Besinlerinin Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan G. mellonella larvalarinin beslenmesi i¢in kepek, gliserin,
bal, saf su ve petekten olusan besin homojen hale gelinceye kadar karistirildi. Daha
sonra hazirlanan besin biri kontrol olacak sekilde bes ayr1 kaba aktarilarak igerisine
suda ¢oziinmiis %10’luk azadirachtin (NeemAzal T/S ticari formu) 1.00, 2.00, 4.00
ve 6.00 ml/100 g oranlarinda ilave edildi.

15
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Cizelge 3.1. G. mellonella larvalarini beslemek igin hazirlanan besinlerin

bilesimi
Besin bileseni Bal Petek | Gliserin | Kepek Saf su | Azadirachtin
Kontrol 9.7¢ 359 229 589 7 ml )
1 ml azadirachtin 9.79 359 22 ¢ 589 6 ml 1ml
2 ml azadirachtin 9.79 359 22 ¢ 5849 5ml 2ml
4 ml azadirachtin 9.79 359 22 ¢ 589 3ml 4 ml
6 ml azadirachtin 9.7¢9g 359 22 ¢ 589 1ml 6 ml

3.3. Deneyde Kullanilan Larvalarin Elde Edilmesi

Cizelge 3.1°de verilen besinler hazirlandiktan sonra her bir kap igerisine 2.
veya 3. evredeki G. mellonella larvalarindan 10’ar adet Kkonuldu. Yaklasik 10-15
giinliik yasam siiresi sonunda gelisim evrelerini deney besinlerinde tamamlayan
larvalar prepup evresindeyken (7.evre), icerisinde besin ortami bulunan kaplardan
4’er tane alinarak, yas agirhiklar1 saptandi. Daha sonra larvalar 5 ml %10’luk TCA
(triklorasetik asit) ¢Ozeltisi iceren deney tiiplerine aktarilarak agizlar1 kapatilip

homojenizasyon islemine kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.4. Verilerin Elde Edilmesi ve Degerlendirilmesi

Besin igerisine farkli oranlarda konulan azadirachtinin G. mellonella
larvalarinda total glikojen ve total protein miktara olan etkilerinin arastirilmasi i¢in

asagidaki ¢aligmalar yapilmistir.

3.4.1. Glikojen ve Protein Tespiti

3.4.1.1. Protein ve Glikojen Miktarmin Tespiti I¢cin Gerekli Cézeltilerin
Hazirlanmasi

Protein Oziitlerinin okunmasi sirasinda kullanilan Kantitatif Biiiret ¢ozeltisini
hazirlamak i¢in 3 g CuSO4.5H,0 alinarak, iizerine 9 g CHsKNaOg.4H,O (sodyum
potasyum tartarat) ilave edildi ve 500 ml 0.2 N NaOH iginde ¢oziindii. Cozeltinin

icindeki maddelerin iyice homojen olmasi saglandiktan sonra, ¢ozeltiye 5 g Kl ilave
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edildi. Daha sonra 0.2 N NaOH ile 1 It’ye tamamlandi (Plummer, 1971). Glikojen
oziitlerinin okunmasi sirasinda kullanilan Antron ¢ozeltisi ise 2 g antronun %0.2°lik

H,SOg ile 1 It’ye tamamlanmasiyla elde edildi (Plummer, 1971).
3.4.1.2. Glikojen Oziitlerinin Hazirlanmasi

G. mellonella 6rneklerinden glikojen 6ziitlerinin hazirlanmasi i¢in Roe ve ark.
(1961) tarafindan gelistirilen yontem kullanildi. Deney periyodu sonunda yas
agirliklar: alinan ve daha sonra 4°C’de TCA igerisinde tiiplerde bekletilen bocekler
Ultra Turrax T25 marka homojenizator ile 24.000 devir/dakika da 5 dakika siireyle
homojenize edildi. Elde edilen homojenat santriflij tiiplerine aktarilarak 3500
devir/dakika da 15 dakika siireyle santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant
kisim bagka iki tiipe aktarilarak glikojenin ¢oktiiriilmesi i¢in {izerlerine ¢ézeltinin iki
kat1 kadar 9%96’lik etil alkol ilave edildi. (santrifiij tiipiinde kalan prespitant kisim
tizerine 5 ml soguk TCA ilave edilerek protein 6ziitlemesi yapilincaya kadar 4°C’de
buzdolabinda saklandi). TCA ile muamelenin amaci glikojenin materyalden
ayrilmasimi saglamaktir. Alkol eklenmis c¢ozeltilerdeki glikojenin ¢oktiiriilmesini
kolaylastirmak icin tiipler 37°C’lik 1s1da etiivde bir gece bekletildi. Bu siire sonunda
tiipler 3500 devir/dakikada 30 dakika tekrar santrifiij edildi ve siipernatant kisim
atildi. Daha sonra tiipler 37°C’deki etiive konularak icerisindeki alkoliin tamamen
buharlasmasi saglandi. Elde edilen glikojen 6ziitleri 4°C’de glikojen miktar1 tayinleri

yapilincaya kadar saklandi.
3.4.1.3. Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Glikojen 6ziitlemesinde elde edilen %10’luk TCA igerisindeki protein icerikli
¢ozelti 3500 devir/dakikada 10 dakika santrifiijlendi ve tekrar slipernatant
uzaklastirildi. Tiipte kalan kismin iizerine 5.00 ml %96’lik etil alkol ilave edilerek
tekrar 3500 devir/dakikada 10 dakika santrifiij edildi. U¢ defa tekrarlanan bu islemin
yapilmasindaki amacg lipidlerin uzaklastirilmasidir. Son santrifiijleme isleminden
sonra protein igerikli ¢okelti, etiivde 37°C’de 24 saat siire ile bekletilip alkoliin

ucmast saglandi. Alkolii uzaklastirilan ¢okelti ince bir spatiil yardimiyla tiip

17



3. MATERYAL VE METOD Benay SEZER

icerisinde doviilerek toz haline getirildi ve spektrofotometrede okununcaya kadar

4°C’de saklandi.

3.4.1.4. Total Glikojen Miktarinin Saptanmasi

Glikojen miktarinin saptanmasi i¢in “Antron Testi” yontemi uygulandi
(Plummer, 1971). Once mililitresi 0.1 g saf glikojen (Sigma G-8751) igeren bir stok
¢ozeltisi hazirland1 ve bundan seyreltme yontemi ile 0.025, 0.050, 0.075, 0.1, 0.125
mg/ml glikojen standardi ¢ozeltileri elde edildi. Oziitlenen glikojen 5.00 ml saf suda
¢oziildii. Bu ¢ozeltiden tiipe 1.00 ml alind1 ve iizerine 4.00 ml taze antron ¢ozeltisi
ilave edildikten sonra 10 dakika etiivde bekletildi. Siire sonunda 6rnekler 3500
devir/dakikada 5 dakika siireyle santrifiij edilerek tiip iceriginde partikiil kalmamasi
saglandi. Daha sonra Orneklerin 151k absorbsiyon degerleri spektrofotometrede 620
nm dalga boyunda okundu. Elde edilen absorbsiyon degerleri verilerden
hesaplanarak bulunan, y=8.56x+0.2084 regresyon denkleminde yerine konularak
ornegin 1 ml i¢indeki glikojen miktar1 mg cinsinden elde edildi. Bu deger o serideki
bocek sayisina boliinerek bocek basma diisen glikojen miktar1 saptandi. Yas agirliga
gore bocek basma diisen glikojen orani ise birey basma diisen glikojen miktarinin

100 ile ¢arpiminin birey basina diisen yas agirliga boliinmesiyle elde edildi.

3.4.1.5. Total Protein Miktarinin Saptanmasi

Protein miktar tayininde “Kantitatif Biiiret Testi” (Plummer, 1971) yontemi
uygulandi. Once glikojen tayininde oldugu gibi standart ¢ozeltiler hazirlandi. Bunun
icin 100 ml’sinde 1 gr albiimin (Sigma; A-2153) igeren bir stok ¢ozelti hazirlandi ve
bu ¢ozeltiden seyreltme yontemi ile 0.01, 0.05, 0.10, 0.50, 1.00, 2.00, 4.00, 6.00,
8.00 ve 10.00 mg/ml albiimin i¢eren standart ¢ozeltiler elde edildi. Protein igerikli
oOziitlerin lizerine 2.00 ml saf su ilave edilerek ¢oziinmeleri saglandi. Bu ¢ozeltiye
3.00 ml Kantitatif Biiiret ¢6zeltisi ilave edildi ve karisim etiivde 37°C’de 15 dakika
bekletildi. Daha sonra 6rnekler 3500 devir/dakikada 5 dakika santrifiij edilerek
partikiillerinden armdirildi ve silipernatant kisim spektrofotometre kiivetlerine
aktarilarak 540 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede okundu. Elde edilen

absorbsiyon degerleri verilerden hesaplanarak bulunan, y=0.0827x+0.013 regresyon
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dogrusu denkleminde yerine konularak bir deney serisinin bir tekrarindaki boceklerin
toplam protein miktar1 elde edildi. Bu deger bocek sayisina boliinerek birey basina
diisen protein miktar1 saptandi. Yas agirliga gore birey basina diisen protein orani ise

birey basma diisen protein miktarinin 100 ile ¢arpiminin yas agirliga bolinmesiyle
elde edildi.

3.4.2. Verilerin Degerlendirilmesi

Deneyler degisik zamanlarda tigcer kez tekrar edildi. Bir deney serisinde elde
edilen veriler kontrol besini ile karsilastirilmak suretiyle degerlendirildi. Verilerin
karsilagtirilmasinda “Varyans Analiz” yontemi, ortalamalar arasi farkin Onem
kontroliinde ise Student Newman Keul’s (SNK) testi bilgisayarda SPSS 16.00
istatistik veri paketi kullanilarak uygulandi. Ortalamalar aras1 fark 0.05 olasilik

seviyesinde “F” degerinden biiyiik oldugunda 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

G. mellonella larvalarinin besininde farkli konsantrasyonlardaki (1.00, 2.00,
4.00 ve 6.00 ml/100g) azadirachtinin, total protein ve protein yiizdesi miktarlarina

etkileri Cizelge 4.1, Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli azadirachtin oranlarinin G. mellonella larvalarinin total protein ve
protein yiizdesi miktarlarina etkileri

Azadirachtin Yas Agirlik Protein (%) Protein (mg)
(ml) (mg) (X +sx) * (X £5%) *
0.00%** 163.3 4.48 £0.806 a 6.92+0.252a
1.00 185.57 3.81 £0.363 ab 556+0.113b
2.00 182.3 2.24+0.185b 4.11+£0476¢
4.00 115.8 2.57+0.256 b 291+0.102d
6.00 80.1 3.03+0.261 ab 243+0.123d
* : SNK: a, b, c harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir.

Ayni1 harfi igeren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim yoktur.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata
*x : Kontrol

Deneyden elde edilen veriler incelendiginde yiizde protein miktar1 kontrol
grubunda %4.48 iken besinin 2.00 ve 4.00 ml azadirachtin i¢cermesi durumunda
protein yiizdeleri onemli 6l¢iide azalmistir. En diistik (1.00 ml) ve en yiiksek (6.00
ml) azadirachtin konsantrasyonlarinda kontrole gore gozlenen azalma istatistiki
olarak onemli bulunmamistir. Kontrole gore 1.00 ve 2.00 ml azadirachtin igeren
gruplarda yiizde protein miktar1 azalirken, kendi aralarinda karsilagtirildiklarinda ise

istatistiki agidan dnemli bir fark bulunmamustir.
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YUZDE PROTEIN
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Sekil 4.1. Azadirachtinin 0.00, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml konsantrasyonlarinda
iceren besinin G. mellonella larvalarinda protein yiizdesine etkileri

Birey bagina diisen protein miktar1 incelendiginde denenen tiim
konsantrasyonlarda protein miktarlar1 kontrole gore Onemli Olgiide azalmistir.
Kontrol grubunda birey bagina diisen protein miktar1 6.92 mg iken besin 6.00 ml
azadirachtin icermesi durumunda birey basina diisen protein miktar1 yaklasik olarak
%35 azalarak 2.43 mg olarak gerceklesmistir. Besinin 1.00, 2.00, 4.00 ml
azadirachtin icerdigi durumlarda ise birey basina diisen protein miktarlari sirasiyla
5.56, 4.11 ve 2.91 mg olarak azalma goOstermistir. Birey basina diisen protein
miktarlar1 artan azadirachtin konsantrasyonuna paralel olarak bir azalma egiliminde
olup bu azalma 4.00 ve 6.00 ml azadiracthin igeren besinle beslenen bdcekler

arasinda istatistiki bir 6nem tasimamaktadir.
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PROTEIN
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Sekil 4.2. Azadirachtinin 0.00, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml konsantrasyonlarini igeren
besinin, G. mellonella larvalarinda birey basmna diisen total protein
miktarina etkileri

Denenen 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml/100 g konsantrasyonlarindaki

azadirachtinin G. mellonella larvalarinin total glikojen ve glikojen yiizdesi

miktarlarina etkileri Cizelge 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli azadirachtin oranlarinin G. mellonella larvalarinin total glikojen
ve glikojen ylizdesi miktarlarina etkileri

Azadirachtin Yas Agirlik Glikojen (%) Glikojen (mg)
(ml) (mg) (X +5%) * (X +sx) *
0.00** 163.3 1.824+£0.149 a 0.012 £ 0.0009 a
1.00 185.57 1.741 £0.296 a 0.010 + 0.0005 ab
2.00 182.3 1.094 +0.429 a 0.008 + 0.0006 be
4.00 115.8 1.573 £ 0.256 a 0.007 + 0.0006 ¢
6.00 80.1 2.078 £0.261 a 0.006 +0.0008 ¢
* : SNK: a, b, ¢ harfleri konsantrasyonlar arasindaki fark: belirlemek amaciyla kullanilmistir.

Ayni harfi iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistik ayirim yoktur.

X +sX : Aritmetik ortalama + Standart hata

** : Kontrol
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Sekil 4.3. Azadirachtinin 0.00, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml konsantrasyonlarin1 igeren
besinin G. mellonella larvalarinda birey basina diisen yiizde glikojen
miktarina etkileri

Glikojen yiizdesi, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml azadirachtin iceren besinle
beslenen bocekler arasinda istatistiki bir dnem tagimamaktadir. Kontrol grubunda
gbzlenen oran %1.824 iken, besinin 2.00 ml azadirachtin igermesi durumunda
azalma meydana getirerek %1.094 degerine ulasmis ancak bu diisiis istatistiki agidan
onemli bulunmamuistir. Besinin 4.00 ve 6.00 ml azadirachtin i¢ermesi durumunda ise

glikojen yiizdesi artarak 6.00 ml azadirachtin iceren besinde maximum deger olan

%2.078 e yiikselmisgtir.
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Sekil 4.4. Azadirachtinin 0.00, 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00 ml igeren besinin G.
mellonella larvalarinda birey basina diisen total glikojen miktarina

etkileri

Birey basina diisen total glikojen miktarinda denenen tiim konsantrasyonlarda
kontrol grubunda gozlenen maximum degere gore azalma meydana gelmistir. En
yiiksek konsantrasyon olan 6.00 ml azadirachtin igeren besinde, total glikojen miktar1
0.012 mg olan kontrole gore yaklasik %50 azalarak 0.006 olarak tespit edilmistir.
Farkli azadirachtin oranlarn kendi aralarinda karsilastirildiginda istatistiki olarak
onemli bulunmustur. 4.00 ve 6.00 ml azadirachtin i¢eren deney gruplarindaki azalma

istatistiki agidan 6nemli bulunmamugtir.
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5. TARTISMA

Sunulan ¢alismada farkli azadirachtin konsantrasyonlarmin G. mellonella L.
larvalarindaki total glikojen ve protein miktar1 tizerine etkileri aragtirilmustir.

Giliniimiizde pestisidlerin ortaya cikardigi bazi onemli sorunlar nedeniyle
bunlara alternatif olusturabilecek c¢o6ziimler aranmakta, calismada kullanilan
azadirachtin zararlilarla miicadelede dogal ve bitkisel 6zelliklerinden dolay1 tercih
edilen alternatifler arasinda yer almaktadir. Bitkisel insektisitler, cevreye ve insan
sagligina ¢ok az tehlike yaratmalarindan dolay1 boceklerle miicadelede uzun zaman
sentetik insektisitler yerine daha iyi bir segenek olarak kullanilmistir (Isman, 2006).

Yapilan arastirmalarda azadirachtinin G. mellonella larvalarinda, total
glikojen ve protein miktarlarina etkisi ile ilgili herhangi bir ¢aligma bulunmamakla
birlikte, Melia azedarach ve Azadirachta indica tiirlerinin etken maddesi olan
azadirachtinin farkli tiirlerle yapilan bir¢ok ¢alismada total glikojen ve protein
miktarlarinda azalmalar meydana getirmistir (Huang ve ark., 2004 ; Rharrabe ark.,
2008a).

Calismada kullanilan azadirachtin ekstraktlariin 1.00, 2.00, 4.00 ve 6.00
ml/100 g konsantrasyonlarinda total glikojen ve protein miktarin1 kontrole gore
azalttig1 gozlenmistir. Yapilan benzer caligsmalarda azadirachtinin toksik etkisinden
dolay1 Plodia interpunctella’da sindirim epitel hiicreleri, emilimi gergeklestiremeyip
beslenme eksikligine sebep olurken, total glikojen ve protein miktarlarinda azalma
meydana gelmigtir (Rharrabe ve ark., 2008a).

Toksik maddelerin hayvanlarda, hiicresel ve sistemik islevsel bozukluklara
neden oldugu ve birgok biyokimyasal degisiklikleri uyardigi bilinmektedir (Bhosale
ve Kallapur, 1985 ; Orr ve Downer, 1982).

Yapilan c¢alismalarda, B. mori’nin  hemolenfinde ve viicut yaginda
orgonofosforlu insektisitler total protein bilesenlerinde O6nemli azalmalara neden
olmustur (Nath ve ark., 1997). Ayrica farkl tiirlerin larvalar ile yapilan ¢aligmalarda
larvalarin erginlere gore, insektisitlere karsi daha hassas olduklari tespit edilmistir

(Usmani ve Knowles, 2001).
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Protein miktarindaki benzer azalmalar, Porcellio scaber ve Oniscus asellus’a
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAHs) uygulanmasiyla (Van Brummelen ve ark.,
1996), B. mori’de 5. larval evrede, larvalara pyriproxyfen uygulanmasiyla (Etebari
ve ark., 2007) ve Spodoptera litura ile yapilan ¢aligmada azadirachtin
uygulanmasiyla gézlenmistir.

Boceklerde enerji  rezervi olarak kullanilan glikojen, yag dokuda
depolanmaktadir (Siegert, 1987 ; Nath, 2002). Bir lepidoptera tiirii olan Bombyx
mori’de fenitrothion ve ethionun uygulanmasiyla, viicut yagindaki glikojen
miktarinda azalmalar meydana gelmistir. Benzer bir ¢alisma Riberio ve ark. (2001)
tarafindan yapilmig, Porcellio dilatatus’da endosulfan ve parathionun glikojen,
protein ve lipid miktarlarini azalttig1 gézlenmistir.

Azadirachtin, bazi bdcek tiirleri i¢in beslenmeyi Onleyici, birgok bocek tiirii
ve bazi arthropodalar i¢in ise biiylimeyi durdurucu 6zellik gostermekte (Morgan,
2008), ayrica bunlara ek olarak 5. larval evredeki Spodoptera litura ile yapilan
calismada duyarsizlasmaya da neden oldugu bilinmektedir (Bomford ve Isman,
1996). Yapilan bazi ¢aligmalarda, Thaumetopoea pityocompa (Schiff.) larvalarinda
beslenme aktivitesini azalttig1 (Unal ve Akkuzu, 2009), ayrica Spodoptera littoalis’in
sentetik besinine eklenen azadirachtinin besin aliminda azalmalar meydana geldigi,
hatta larvalarin normal besine alindiktan sonra bile bu etkinin devam ettigi
gozlenmistir (Martinez ve Van Emden, 1999). Diabrotica speciosa (Genn.) tizerinde
Melia azedarach’in meyve, ¢icek ve yaprak ekstraktarmin beslenmeyi caydirici
etkisinin oldugu, en ¢ok etkinin ise meyve ekstraktinda goriildiigi tespit edilmistir
(Ventura ve Ito, 1999). Schistocerca gregaria Forsk. (Butterwort ve Morgan, 1971),
Telenomus remus Nix. (Joshi ve ark., 1982), Rhodnius prolixus Stal. (Garcia ve
Rembold, 1984) ve Spodoptera frugiperda (Smith.) (Redfern ve ark., 1984)
tiirlerinde farkli dozlardaki azadirachtin besin alimini engellemistir. Benzer olaylar,
Rhyzopertha dominica (F.) (Malik ve Mujtaba Naqvi, 1984), Ostrinia nubilalis
(Hiibner) (Arnason ve ark., 1985), Cryptolestes ferrugineus (Stephens), Sitophilus
oryzae (L.) ve Tribolium castaneum (Herbst) (Xie ve ark., 1995) tiirlerinde de

gozlenmistir.
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Azadirachtinin meydana getirdigi bu durum, G. mellonella larvalarinda da
disaridan enerji gereksinimini karsilayacak besin alimini gerceklestiremedigi icin
depo edilen glikojen ve protein bilesenlerini kullanma gereksinimine yol a¢mis
olabilir.

Larval gelismedeki bu olumsuzluklar, azadirachtinin, boceklerde gelismeyi
diizenleyen endokrin ve neuroendokrin sistem etkisine bagli olabilir. Ciinki
bdceklerde hormonlarin salgilanmasinin kontrolii, digaridan gelen ¢evresel uyarilarin
sinir sistemi ve endokrin sistemi {iizerindeki etkileri ile gergeklesmektedir.
Boceklerde deri degistirme ve baskalasim, juvenil hormon ve ecdysteroidler ile
kontrol edilmektedir (Riddiford, 1994 ; Hiruma ve ark., 1999). Bocek hiicreleri,
ekdizon hormonu tarafindan uyarildigi zaman, biliylime ve deri degistirme igin
juvenil hormon (JH) sentezlemeye baglar. Yiiksek miktarda JH sentezlendigi zaman
diger larva donemi ic¢in kutikula sentezlenir. JH, az salgilandiginda pupa, JH
yoklugunda ise ergin meydana gelir (Kismali, $., 1980). Buna paralel olarak
ecdysteroid hormonunun eksikligi juvenil hormonun eksikligine yol acarak gelisimde
anormallikler meydana gelmektedir (Schliiter ve ark., 1985 ; Koul ve ark., 1987 ;
Malczewska ve ark., 1988). Ayrica, azadirachtinin gelisime etkisi ecdysteroid ve
juvenil hormon oranlarinin durmasi ve bunun sonucunda neuroendokrin sistemden
saliman morfogenetik peptid hormonunun engellenmesine baglidir (Subrahmanyam
ve ark., 1989 ; Sayah ve ark., 1996).

Azadirachtinin  yapilan ¢aligmalarda, boceklerde deri degistirmeyi
engelleyerek anormal bireylerin olusmasina neden oldugu ve boylece juvenil hormon
etkisi gosterdigi anlagilmistir (Dorn ve ark., 1986). Juvenil hormon ve JH analoglari
ecdysteroidlerin sentezini diizenlemektedir. Rhodnius prolixus tiiriin de besin olarak
verilen kana 4x10™ pg/ml azadirachtin ilave edilerek boceklerin %50’sinin (EDsp)
beslenmesi ve deri degistirmesi engellenmistir (Garcia ve Rembold, 1984). Fakat
deri degistirmenin engellenmesi, beslenmenin engellenmesiyle degil, azadirachtinin
prothorasik bezlerin salgiladigi deri degistirme hormonu olan ecdysonun
salgilanmasinin engellemesiyle meydana gelmistir (Kismali ve Madanlar, 1988).
Gordon ve Burford’un (1984), Aedes aegypti ile yaptiklari ¢alismada juvenil hormon

analogu olan methoprenenin, 4.larval evrenin sonlarindaki larvada bulunan protein
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miktarinda azalma kaydetmisler, ayrica methoprene uygulanmis larvanin viicut
yagindaki glikojen seviyesi de kontrole gore azalmistir. Benzer ¢alisma B. mori ile
yapilmis, juvenil hormon analogu olan pyriproxyfen hormonal dengeyi durdurmaya
ek olarak larval periyodu uzatmis ve onemli biyokimyasal degisikliklere neden
olarak uygulamadan 24 saat sonra protein miktarinda 6nemli azalmalar goriilmiistiir
(Etebari ve ark; 2007). Locusta migratoria’da juvenil hormon analogu olan
fenoxycarb ve pyriproxyfen uygulamasi, larvada protein sentezini kisitlamistir (De
Kort ve Koopmanshap, 1991).

Yapilan c¢alismalar g6z Oniinde tutalacak olursa, Galleria mellonella
larvalarindaki protein ve glikojen miktarindaki azalmaya, juvenil hormon analogu
olarak da etki gdsterebilen azadirachtinin yol agtig1 soylenebilir. Carausius morosus
ile yapilan ¢aligmalarda JH’un salgilandig1 carpus allatumun asilanmasi ile oksijen
harcanmasi yiikselmistir. Buna bagli olarak mitokondrilerin faaliyeti artmistir. JH’un
bazi doku ve organlara etki ederek metabolizmay1 etkiledigi de bilinmektedir.
(Kismali, S., 1980). Bu c¢alismalar da goz oniinde tutularak, yaptigimiz deneyde
juvenil hormon analogu olan azadirachtin de mitokondrilerin faaliyetini arttirarak
enerji kaybina neden oldugu soylenebilir.

Azadirachtin, carpus allatumdan salinan juvenil hormonun azalmasina sebep
olmaktadir (Rembold ve ark., 1987). Bu da larval periyodun uzamasina yol agacagi
icin gereginden fazla deri degistirme meydana gelecek ve sonug olarak fazla enerji
harcanmasina neden olacaktir. Ornegin, Manduca sexta’da yiiksek dozlarda
azadirachtin gereginden fazla deri degistirmeye (Schliiter ve ark., 1985), Oncopeltus
fasciatus’da orta dozdaki azadirachtin deri degistirmeyi durdurarak larva halinde
kalmasma neden olmakta, yliksek dozlarda ise yetiskin ecdysisini durdurmakta,
diisiik dozlarda ise deri degistirmeyi sadece geciktirmekte (Dorn ve ark., 1986),
Tenebrio molitor’da ise gelismeyi aksatarak yetiskin ecdysisini Onlemektedir
(Pascual ve ark., 1990). Boceklerde meydana gelen deri degistirme sirasinda enerji
kullanilir, bu da besin aliminda viicutta depolanan glikojen ve protein miktarlarinin
azalmasina neden olacaktir.

Azadirachtinin farkli bocek tiirlerinde vitellogenesisi ve yumurta olusumunu

engelledigi c¢ok iyi bilinmektedir. (Subrahmanyam, 1990). Azadirachtinin sebep
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oldugu patolojik etkiler, endokrin ve neuroendokrin sistemlerin engellenmesine bagl
oldugu kabul edilmektedir (Mordue ve Blackwell, 1993). Ornegin, Rhonius
prolixus’da azadirachtin ovaryan ve hemolenfatik ecdysteroidlerin azalmasina neden
olmaktadir (Feder ve ark., 1988). Locusta migratoria’da azadirachtin vitellogenesisi
ve ovaryan ecdysteroid sentezini engellemektedir (Rembold ve Sieber, 1981) ; ayrica
JH oraninda azalmaya sebep olmaktadir (Rembold ve ark., 1987).

Juvenil hormon bir¢ok bdcegin ergininde yag dokusu tarafindan vitellojenin
sentezlenmesini uyarmaktadir (Izzetoglu ve ark., 2009). Leptinotarsa decemlineata
Say’nin ergin disilerinde disiligi karakterize eden proteinin sentezi ve bu proteinlerin
follikiil hiicreleri tarafindan alinmasinda juvenil hormonun etkinligi gosterilmistir
(De Loof ve De Wilde, 1970). Juvenil hormon vitellogenin sentezine ve ovaryan
gelisimine olumlu yonde etki ederken (Sayah ve ark., 1996), azadirachtin varliginda
meydana gelen juvenil hormonundaki azalma iireme hiicrelerinin gelismesi ig¢in
gerekli olan protein sentezini engellemis olacaktir.

Juvenil hormonun metamorfoz olayma katilmasi, birgok maddenin
metabolizmasinda diizenleyici rol oynadigini kanitlamaktadir. Corpus allatumun
viicuttan c¢ikarilmasi, tiim dokularda patolojik olarak degisikliklere neden olur.
Yeniden implante edilmesi ise bu anormallikleri yok etmektedir. Biiyiik bir olasilikla
bu degisiklikler, protein sentezinin dnlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica bu bez
tarafindan madde degisimi yonlendirilen dokularda bez ¢ikarildigi zaman amino asit
birikmesi goriilerek, karbohidrat ve yag metabolizmasini da denetler (Demirsoy,
1990) Bu durum, G. mellonella larvalarindaki protein miktarindaki azaligin bir bagka
nedeni olarak kabul edilebilir.

Calismalarimiz  sonunda elde edilen verilere gore, azadirachtinin, G.
mellonella larvalarinin total glikojen ve protein miktarlarinda meydana gelen bu
azalmalar diger calismalara paralellik gostermektedir. Azadirachtinin boceklerde
biiytime ve deri degistirmede gorevli hormonlari inhibe etmesi, G. mellonella’nin
dogadaki yasam siiresini azaltacak ve boylelikle entegre miicadelede dogaya zararl

olmayan bitkisel insektisitlerin kullanimina olanak saglamis olacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

G. mellonella, bal peteklerine zarar veren Lepidoptera ordosuna ait bir tiirdiir.
Yillardir aricilar tarafindan bu tiirle miicadele edilmekte ve bu miicadele
yontemlerinin birgogu kimyasal maddelerden olustugu i¢in dogaya ve insan sagligina
zarar vermektedir.

Deneyde kullanilan azadirachtin, Neem agaci olarak bilinen A. indica ve M.
azedarach tiirlerinin meyve, yaprak ve tohumundan elde edilen bir ekstrakttir.
Bocekleri uzaklastirict etkisinin fark edilmesiyle insektisit olarak kullanilmaya
baslanmistir. Bitkilerden elde edildigi icin dogal bir insektisit olmasindan dolay1
cevreye herhangi bir kalinti birakmamakta, insanlara ve diger canlilara zarar
vermemektedir. Zaten yapilan caligmalarla memelilere herhangi bir toksik etkisinin
olmadigi da kanitlanmustir.

Sunulan bu ¢alismanin sonucglarima gore, farkli konsantrasyonlarda besine
ilave edilen azadirachtin, G. mellonella’da metabolik faaliyetler i¢in gerekli olan
glikojen ve protein miktarini azaltmistir.

Sonug olarak, canlinin yasamsal faaliyetlerinde gerekli olan bu biyokimyasal
bilesenleri azaltmasi gelismeyi, biiylimeyi ve tiremeyi etkileyecektir. Bu da zararl
tirlerin yok edilmesinde biyolojik kontrol programlarinda kullanilabilecegini
gostermektedir.

Azadirachtinin, G. mellonella zararl tiiriinde biiyiime ve gelismede etkili olan
juvenil hormon ve ecdysteroid hormonunun miktarina etkisi ile ilgili ve protein
miktarina etkisinde, 6zellikle viicutta hangi islevsel yapidan sorumlu olan protein
tiiriine daha ¢ok etki gosterdiginin tespit edilmesiyle ilgili calismalarda kullanilmast,

bu tiir ile entegre miicadelede daha ¢ok fayda saglayacaktir.
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