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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HERBISIT MEZOTRION’UN Galleria mellonella L. UZERINE TOKSIK
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Turan TANKUT

Adiyaman Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman : Dog¢. Dr. Mustafa COSKUN
Yil: 2017, Sayfa: 55
Jiiri : Dog. Dr. Mustafa COSKUN
: Dog. Dr. Tamer KAYIS
: Yrd. Dog. Dr. Mehmet ARSLAN

Mezotrion zararlilara karsi kullanilan yeni bir herbisittir. Mezotrion, etkileri
hedef organizmalarda iyi karakterize edilmis atrazin yerine kullanilmasi planlanan
olduk¢a yeni, triketon grubu bir herbisittir. Son yillarda tarmm iiriinlerinde ve bir¢ok
zararl tiiriin kontroliinde kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada Mezotrionun farkli subletal dozlarmin ( 0.1 pug, 0.2 pg, 0.3 pg, 0.4
ug, 0.5 pg, 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg, 09 pg, 1 pg ) model organizma Galleria
mellonella’da neden oldugu oksidatif stresin, lipid peroksidasyonu (MDA), Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) aktiviteleri ile lipid, karbonhidrat ve total protein
miktarlarma olan etkileri arastirilmistir. Mezotrion protein, lipid ve karbonhidrat
diizeylerinde azalmaya neden olurken, lipid peroksidasyonu (MDA), Siiperoksit
dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) aktivitelerinde artisa neden olmustur.

Sonug olarak, mezotrionun CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitesi
ile lipid peroksidasyonu (MDA) diizeyini artirarak oksidatif strese neden oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, MDA, SOD,CAT, Mezotrion
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INVESTIGATIONS TOXIC EFFECTS OF HERBICIDE MESOTRIONE ON

Galleria mellonella L.
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Mesotrione is a new herbicide being developed for pests. Mesotrione is an
alternative herbicides among the triazine group which could be used instead of Atrazine.
In recent years it has been used in agricultural products and many pests control.

In this study, lipid the effects of different sublethal doses of Mesotrione (0.1
ug, 0.2 ug, 0.3 ng, 0.4 pg, 0.5 pg, 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg, 0.9 ug and 1 pg) was
investigated about the induced oxidative stress on Lipid Peroxidation (MDA),
superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities with lipid, carbohydrate and
total protein amounts in the model organism Galleria mellonella. Mesotrion treatment
caused a decrease in protein, lipid and carbohydrate levels, while an increase in MDA
levels with SOD and CAT enzyme activity were observed.

In conclusion, it has been determined that mesotrione increases the lipid
peroxidation (MDA) level by the activity of antioxidant enzymes such as CAT and
SOD, leading to oxidative stress.

Keywords: Galleria mellonella, MDA, SOD,CAT, Mezotrion
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1.GIRIS

Kirlilik, insan saglhigini tehlikeye sokan maddelerin veya enerjinin insanlar
tarafindan dogrudan ya da dolayli olarak canli kaynaklara, ekosistemlere ve c¢evreye
girmesidir. Ayrica farkli kullanim alanlar1 yiiziinden maddenin bozularak ¢evreye olan
zararl etkileri olarak da adlandirilir. Her tiirli kirlilikte kirleticilerin kendilerini, tasima
ortamini, bir bolgeyi, ekosistemleri, bireysel organizmalar1 ve yapilari igeren bir kirlilik
kaynagi vardir. Kirlilik, kaynak (6rn. Tarimsal kirlilik), etkilenen ortam (6rn. Su
kirliligi) veya Kkirleticinin niteligine (6rn. Pestisit kirliligi) gore cesitli sekillerde
simiflandirilabilir (Alloway ve Ayres 1997).

Cogu zaman insanlar i¢in en endise verici kirlilik ¢esidi, hava kirliligidir.
Ozellikle igme suyu kaynaklarmi etkilediginden gozle goriiliir ikinci kirlilik tipi, su
kirliligidir. Toprak kirliligi genellikle daha az gbze carpmaktadir ancak yine de ¢ok
onemlidir. Topragin absorbe edici ve tamponlayici 6zelliklerinin bir sonucu olarak, bazi
kirleticiler uzun Omirliidiir ve toprakta birikirler. Topragin iyilestirilmesi zor oldugu
icin kirli toprak yiizyillar boyu kalici etkilere sahip olabilir. Ayrica yeralti sulari
genellikle fark edilir derecede pestisit seviyelerine sahiptir (Hill 2004).

Pestisitler yaygmn kullanimlarindan 6tliri her yerde bulunan su ve toprak
kirleticileridir. Son yillarda, bircok ¢aligma canli yapilarin, igme ve yeralt1 sularmin
cogunlukla ve yiiksek konsantrasyonlarda pestisit icerdigini gostermistir (Steen vd.
1997). Atmosferik yagis pestisit tagmmasinin 6nemli bir yoludur ve dogal kaynak
sularinin tarim alanlarindan ¢ok uzaklarda kirlenmesine neden olur (Vidal vd. 2000).
Pestisitler gibi kimyasal girdilerin siirekli kullanilmasi, ¢cevreye ve insan sagligina zarar
vermis, tarimsal liretimi olumsuz etkilemis ve tarimsal siirdiiriilebilirligi azaltmigtir

(Pimentel vd. 1992, Pimentel ve Greiner 1997).

1.1. Pestisitler

Pestisit, zararliyr ortadan kaldiran veya bir sekilde gelisimini engelleyen
herhangi bir madde veya madde karigimini ifade eder (Wright 2003). Fungisitler,
nematisitler, insektisitler, molluskisitler, rodentisitler, herbisitler ve bitki blylime

hormonlar1 gibi ¢ok sayida biyosidal bilesigi igeren genel bir terimdir (Aktar vd. 2009).



Bircok pestisit kimyasal olarak smiflandirilabilir. Onemli bocek 6ldurici pestisit
smiflar1 organiklorinler, organofosfatlar ve karbamatlardir. Organoklor hidrokarbonlar
(6rnegin DDT), diklorodifeniletanlar, siklodien bilesikleri ve diger ilgili bilesikler
olarak ayrilabilir (Kamrin 1997).

Artan gida iiretim talebini kargilamak ve tarimsal verimliligi artirmak i¢in tiim
diinyada yaygin pestisit kullanimina ihtiya¢ vardir (Hill 2004). Pestisit kullaniminin
sinirlandirilmasi, giderek artan insan niifusunun gida ihtiyacini karsilarken, insan
saghiginin da giivenligini saglayarak zararli etkileri dnlemek icin 6nemlidir (Bolognesi
2003).

Pestisitlerin kullanimi tarim i¢in faydali olsa da, bunlarin ¢ogu etki edecekleri
gruplardan farkli yerlere ulasip toprak, su ve gida kirliligine sebep olabilir. Bazi
pestisitler  kanserojen oldugundan, sinir ve {reme sistemlerinde disiik
konsantrasyonlarda bile fonksiyon bozukluguna neden olabileceginden, insan sagligina
ciddi derecede zararli olabilirler (Neufeld vd. 2000, Varsamis vd. 2008, Sharma vd.
2010).

1.1.1. insektisitler

Insektisitler tiim diinyada, ancak ozellikle gelismekte olan ve bdceklerin
biiyiimesi icin ideal kosullar olan, tropikal iklimlere sahip iilkelerde kullanilmaktadir.
Baz1 bocek tiirlerinin, tarlada ve serada yetisen bitkiler i¢in bUylk bir tehdit
olusturdugundan sanayilesmis iilkelerde ¢ok miktarda insektisit kullanilmaktadir.
Bir¢ok insektisit, sitmaya neden olan boceklerle miicadelede yillar iginde 6nemli bir rol
oynamistir. Insektisitlerin ¢ogu subtropikal veya tropikal iilkelerde goriilse de, bu
maddeler diinyada, 6rnegin Amerika Birlesik Devletlerinde ve Iskandinav iilkelerinde
az miktarlarda serbetce kullanilmaktadir. Giiniimiizde kullanilan tiim insektisitler
norotoksiktir ve en onemli akut etkilerine merkezi sinir sistemi (CNS) yoluyla
gerceklesir. Norotoksik etkilere ek olarak, bocek oOldiiriicii ilaglarin baska toksik etkileri
vardir, ancak norotoksisite daha baskindir. Yaygin olarak kullanilan bdcek
Oldiiriictilerin li¢ ana sinifi organofosfatlar, karbamatlar ve piretroidlerdir. Ayrica, bir
grup insektisit, organoklor bilesigi (6rnegin DDT), gecmiste yaygin sekilde

kullanilmistir ve halen gelismekte olan iilkelerde sitma tasiyicilarina karsi miicadelede



kullanilmaktadir. ~ Antikolinesteraz  insektisitleri,  6zellikle organofosfatlar ve
karbamatlar, genellikle 1 ila 10 mg / kg bw arasinda degisen insektisitlerin en ylksek
akut toksisitesine sahiptir ve akut insektisit kaynakli zehirlenmelerin ¢ogunun bu
bilesiklere baglanabilecegi diisiiniilmektedir. Organofosfat insektisitlerinin bazilarina
maruz kalmis bireylerde, genellikle periferik sinir sistemlerinde, uzun siireli veya kalic
saglik riskleri ortaya ¢ikabilir. DDT gibi organoklorin bilesiklerinin akut toksisitesi
yaklasik 100 mg / kg bw civarindan daha azdir ancak son derece kalicidirlar, insanlar
icin kanserojen tehlikeler olusturabilir ve biyolojik bozulmaya direnci nedeniyle

cevreye tehdit olusturabilirler (Savolainen ve Vdhdkangas 2009).

1.1.2. Herbisitler

Herbisitler yabanct ot kontroliinde énemli bir rol oynamaktadir, ¢evre icinde
kalicidirlar ve dolayisiyla besin zincirinde birikerek ciddi saglik problemlerine neden
olabilirler (Corsonlini vd. 2005). Secici olmayan herbisitler, tiim bitki gruplarini
etkilerken, secici herbisitler genis yaprakli bitkiler gibi belirli gruplar1 hedef alir (Davy
2002). Herbisitlerin hayvan tirleri Gzerinde de (6rn., Eklembacaklilar) dogrudan etkisi
olabilir (Haughton vd. 2001, Evans vd. 2009, Evans vd. 2010, Stark vd. 2012).

Herbisitler genelde 1) kimyasal yapi1 2) kullanim alanlar1 ve 3) bitkiler
tizerindeki etkisine gore siniflandirilir ve ayrica toksisite veya tehlike seviyesine gore de
simiflandirilmistir (Zimdhal 1993).

Kontakt herbisitler sadece kimyasalla temas eden bitki dokusunu yok eder.
Bunlar etkisi en hizli olan herbisitlerdir. Rizomlardan, koklerden veya yumrulardan
yeniden yetisebilen ¢ok yillik bitkiler iizerinde daha az etkili olurlar (Hamid vd. 2011).

Sistemik herbisitler, yapraktan uygulanarak koklere, ya da toprak
uygulamasindan yapraklara kadar bitkinin vaskiiler kisimlarinda tamamen yayilirlar.
Kontakt herbisitlere gére daha etkili olmalarinin yaninda ¢ok yillik bitkileri kontrol
etme yetenegine sahiptirler ve bitkileri daha yavas etkileyebilirler (Howard 1992).

Giiniimiizde kullanilan hemen hemen tiim herbisitler temel molekiiler bilesen
olarak karbon igerdikleri i¢in "organik" herbisitler olarak diigiiniilmektedir. Dikkat
cekici bir istisna, herbisitlerin arsenik smifidir. Bazen bunlara sentetik organik

herbisitler de denir. Organik herbisitler, sentetik herbisitlerden ¢ok daha az etkilidirler



ve genellikle kiiltirel ya da makina ile yapilan yabani ot kontrolii uygulamalarinda
kullanilirlar (Kolberg ve Wiles 2002).

1.1.2.1. Mezotrion

Mezotrion, Callistemon citrinus‘tan elde edilen dogal fitotoksin leptospermona
yap1 bakimindan benzer olan triketon ailesinin bir iiyesidir. Mezotrion son zamanlarda
misir (Zea mays L.) Uretiminde, genis yaprakli bitkilerin ve yabani otlarm kontrol
altinda tutulmasi i¢in tanimlanmis karotenoid biyosentez inhibitdridiir (Mitchell vd.
2001). Mezotrion, tirozinin plastokinon (fotosentezin elektron tasima zinciri arasindaki
bir ara elektron tagiyicisi) ve R-tokoferol'e biyokimyasal doniisiimii i¢in vazgegilmez bir
bilesen olan p-hidroksifenilpiruvat dioksigenaz enzimini (HPPD) rekabetci bir sekilde
inhibe eder. Misir mezotrion uygulamalarina duyarlidir. Bununla birlikte tatli misir
genotiplerinin arasinda farkli duyarlilik dereceleri bulunur (O’Sullivan vd. 2002).
Misirda mezotrion metabolizmas1 aktif bilesigin hidroksilasyonu sayesinde hizli bir
sekilde meydana gelir (Armel vd. 2005).

Mezotrion uygulamasimin ardindan, hassas bitkilerde karotenoid biyosentezinin
engellenmesinin bir sonucu olarak doku olimii ve beyazlagsmas: gerceklesir.

(Triantaphylides ve Havaux 2009).
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Sekil 1.1. Mezotrionun molekiil yapis1

1.2. Antioksidan Enzimler

Normal metabolik fonksiyonlar sirasinda, vicutta ylksek oranda serbest radikal

olarak adlandirilan reaktif bilesikler iiretilir. Bununla birlikte, bunlar disaridan da



almabilir. Bu molekiiller elektron ¢iftlerine sahip olduklar1 ve oldukga reaktif olduklari
icin dogal olarak kararsizdirlar. Bunlar proteinler, lipitler ve karbonhidratlar gibi
hiicresel molekiiller ile tepki verirler ve onlar1 denatiire ederler. Bunun bir sonucu
olarak hayati hiicresel yapilar ve fonksiyonlar kaybolur ve sonunda cesitli patolojik
durumlara yol acar (Krishnamurthy ve Wadhwani 2009).

Antioksidan enzimler, hiicresel bilesenleri etkilemeden 6nce serbest radikalleri
stabilize edebilirler veya etkisiz hale getirebilirler. Serbest radikallerin enerjisini
azaltarak veya bazi elektronlarinin kullanimindan vazgegerek kararli hale gelmelerine
sebep olurlar. Bunlara ek olarak, serbest radikallerin neden oldugu zarari en aza
indirgemek i¢in oksitleyici zincir reaksiyonu ile de miidahale edebilirler. Son on yilda,
antioksidan enzimlerin yararl etkileri i¢in sayisiz calisma yapilmigtir. Serbest radikaller
ile yaslanma siireci, kanser, diyabet, Alzheimer hastaligi, inme, kalp krizi ve
ateroskleroz gibi altmistan fazla farkli saglik durumu arasinda dnemli bir bag bulundugu
gorilmiistiir. Serbest radikallere maruziyeti azaltarak ve antioksidan enzim agisindan
zengin gidalar veya antioksidan enzim takviyelerinin alimini arttirarak, viicudumuzun
serbest radikal ile ilgili saglik sorunlar: riskini azaltma potansiyeli daha da hissedilir
hale gelir. Bu nedenle, antioksidan enzimler hiicre saglig1 ve viicut saghgini korumak
icin kesinlikle 6nemlidir (Krishnamurthy ve Wadhwani 2009).

Oksijen, serbest radikal veya reaktif oksijen tiirleri olarak adlandirilan potansiyel
olarak zarar verici molekiillerin bir pargas1 haline gelebilen oldukga reaktif bir atomdur.
Solunan O2'nin yaklasik % 5 'i veya daha fazlas1 O2'nin tek degerlige indirgemesi ile
superoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tirlerine
doniistliriiliir (Bandyopudya vd. 1999). Dolayisiyla aerobik kosullardaki hiicreler,
reaktif oksijen tiirlerinin tehditiyle karsi karsiyadir, ancak etkili herhangi bir etki
yaratmadan hiicrenin yiiksek gii¢lii antioksidan sistemleri tarafindan verimli bir sekilde
aliirlar. Bu antioksidan sistem, antioksidan enzimler (6rn., SOD, GPx ve rediiktaz,
CAT, vb.), besin kokenli antioksidanlar (6rnegin askorbik asit, tokoferoller ve
tokotrioller, karotenoidler, glutatyon ve lipoik asit), metal baglayic1 proteinler (6rn.
Ferritin, laktoferrin, albiimin ve seriiloplazmin) ve ¢ok cesitli bitki gidalarinda bulunan
sayisiz antioksidan bitkisel besinlerdir. Reaktif oksijen tiirleri iiretimi ile antioksidan

savunma arasindaki denge kaybedildiginde, bir dizi olay yoluyla hiicresel islevleri



cesitli patolojik kosullara yol agan 'oksidatif stres' ortaya ¢ikar (Chitra ve Pillai 2002,
Slater 1984).

1.2.1. Katalaz

Katalazlar, hidroperoksidazlardan, hidrojen peroksitin suya ve molekiler
oksijene doniislimiinii katalize eden, hiicreleri toksik etkilerinden koruyan bir
antioksidan enzim smifidir. Hidrojen peroksit (H202), oksidatif hicresel
metabolizmanin bir sonucu olarak siiperoksit dismutaz tarafindan tretilir. Hidrojen
peroksit, Fenton reaksiyonu ile Fe;* veya Cu,™ gibi gegis metalleri vasitasiyla yiiksek
reaktif hidroksil radikaline doniistiiriilebilir, bu radikal hiicre i¢indeki c¢esitli
molekiillere zarar verebilir, oksidatif strese ve hicre 6limiine neden olabilir (Flint vd.
1993). Organizmalar H>O: toksisitesi nedeniyle, iki elektron katalizine ihtiya¢ duyan ve
hizli ayrigmada yardime1 olan yontemler gelistirdiler (Kono ve Fridovich 1983, McCann
vd. 1998).

H20; asagidaki denkleme gore pargalanir :

2H,0, Katalz _  7>p,0 + 0,

Denklem. Katalaz aktivitesi yoluyla H202'nin giderilmesi (Kono ve Fridovich
1983, McCann vd. 1998).

Katalaz, oksijene maruz kalan hemen hemen tiim canli organizmalarda bulunan
ortak bir enzimdir (Chelikani vd. 2004). Ureme reaksiyonlar1 agisindan ¢cok dnemli bir
enzim olup, tiim enzimlerin en yiiksek devir sayilarindan birine sahiptir. Bir katalaz
molekili her saniye milyonlarca hidrojen peroksit molekuliini su ve oksijene
dontstiirebilir (Goodsell 2004).

Insan katalazinin optimum pH degeri yaklasik 7 'dir (Maehly ve Chance 1954)
ve oldukga genis bir kapasiteye sahiptir (reaksiyon hizi, 6.8 ila 7.5 arasindaki pH'larda
belirgin bir sekilde degismez) (Aebi 1984). Diger katalazlar i¢cin optimum pH ve
sicaklik tiire bagh olarak degisiklik gosterir (Toner vd. 2000).

CAT, yag asitlerinin B-oksidasyonu, fotorespirasyon ve piirin katabolizmasi
sirasinda peroksizomlarda iiretilen H2O 'nin giderilmesinde de énemlidir (Ahmad vd.
2008, Gill ve Tuteja 2010, Karuppanapandian vd. 2011).



1.2.2. Superoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, organizmanin O;" ‘nin toksik etkilerinden korunmasina
onemli derecede katkida bulunan oksidorediiktaz grubuna ait bir antioksidan enzimdir
(Schaich 1992). Canli sistemlerde, O2" baska bir O2™ molekull ile reaksiyona girebilir
(bozunum) veya NO gibi baska bir radikalle reaksiyona girebilir. Metal-kataliz6rli
Haber-Weiss reaksiyonu yoluyla Oz'den HO'nun olusmasi, kendiliginden bozunmaya
gore 10.000 kat daha hizli bir reaksiyon hizina sahip oldugundan SOD, reaktif oksijen

tiriinlerine kars1 ilk savunma hattini1 olusturur (Ghafourifar ve Cadenas 2005).

202"+ 2H* — H,0, + O, (Freeman ve Crapo 1989).

Aerobik organizmalar arasinda stiperoksit dismutazin genis dagilimi, bu enzimin
ozel roliine isaret etmektedir (Fridovich 1995). Siiperoksit dismutazin hiicrelerin
stiperoksit radikallerinin zararli etkilerine karst korunmasinda, siiperoksidi ortadan
kaldirmak ve bdylece hiicreleri oksijen toksisitesine karsi korumak gibi ¢ok 6nemli bir
rolii vardir. SOD, aktif bolgedeki gecis metalinin arka arakaya indirgenmesi ve yeniden
oksidasyonu ile hidrojen peroksit ve oksijene siiperoksit dismutasyonunu katalize eder
(Hsieh vd. 1998, Mates 2000).

Slperoksit dismutaz, tiim aerobik organizmalarda oksidatif strese karsi savunma

konusunda merkezi bir rol oynamaktadir (Scandalios 1993).

1.2.3. Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA) dogal olarak olusan lipit peroksidasyon iiriiniidiir. Lipit
peroksidasyonu, hem bitkilerde hem de hayvanlarda hiicresel hasarin iyi bilinen bir
mekanizmasi olup, hiicrelerdeki ve dokulardaki oksidatif stresin bir gostergesi olarak
kullanilir (Yagi 1998, Armstrong ve Browne 1994). Coklu doymamis yagh asitlerinden
tiretilmis lipit peroksitler kararsizdir ve MDA da dahil olmak iizere reaktif karbonil
bilesiklerini igeren kompleks bir dizi bilesik olusturmak i¢in ayrisirlar (Wang vd. 2001).
MDA, proteinler, lipoproteinler, RNA ve DNA gibi molekiiller ilizerinde cesitli
fonksiyonel gruplarla birlesebilir (Sevilla vd. 1997).
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Sekil 1.2. Malondialdehit molekiil yapis1

1.3. Model Organizmalar

Model organizmalar, diinyada bulunan biyogesitliligin yalnizca kiigiik bir
boliimiinii temsil eder. Tarihsel olarak, arastirma topluluklar1 model organizmalarda
genetik, gelisme ve evrim gibi gesitli bilim dallarinin altinda yatan genel ilkeleri
kavrayabilmek i¢in odaklanmiglardir. Prokaryotlar, protistler, mantarlar, bitkiler ve
hayvanlar gibi canli gruplar1 i¢inde model organizmalar bulunur (Hedges 2002).

Model organizmalar 20. yiizyilin sonuna kadar biyomedikal arastirmalarin 6n
saflarinda yer almistir (Dietrich vd. 2014). Biyomedikal aragtirmalarda model
organizmalarin incelenmesinin en dnemli nedeni, birgok canli ya da tiim canli varliklar
tarafindan paylasilabilecek temel 6zellikleri incelemektir. Bazi model organizmalar
(Drosophila, fare ve misir gibi) uzun zamandir kullanilirken, digerleri giiniimiize daha
yakin zamanlarda gelistirilmistir (Tang vd. 2015).

Cogu durumda, ekonomi ve ziraat agisindan onemli tiirler (6rnegin piring) ve
insan sagligna iliskin olanlar (6rnegin sitma paraziti Plasmodium) gibi, caligilacak
organizmanin se¢imi agisindan biiyiik bir rol oynamistir (Hedges 2002).

Bu tiirlerin kokenleri ve akrabalik derecelerinin bilinmesi, farkli alan
arastirmalar1 {izerinde ¢ok &nemli etkilere sahip olabilir (Pagel 1999). Ornegin, bir
hastalik tasiyicisinin en yakin akrabalarmi belirlemek, bir hastalik fenotipine katkida
bulunabilecek tek niikleotid polimorfizmleri gibi benzersiz 0Ozelliklerin sifresini
cozmeye yardimci olacaktir. Benzer sekilde, en yakin akrabamizin sempanze oldugunun
bilinmesi, insanlara 6zgli kodlayict ve diizenleyici genomik bdlgelerdeki genetik
degisiklikleri belirlemek i¢in ¢cok onemlidir ve zeka gibi 6zelliklerle iliskilendirilmis
olabilir (Enard vd. 2002).

Insan genomuna genetik ve biyolojik benzerliklerinden dolay1 secilen model

organizmalar insan genomik diziliminin yorumlanmasina yardimeci olurlar. Bunlarla



birlikte, embriyonik gelisiminin kolayca izlenebilmesi ve jenerasyonlar arasi siirenin
kisa olusu gibi etmenler de bir canlinin model organizma olarak se¢ilmesinde etkilidir.
Gen dizeninin ve insan genetik hastaliklarinin mekanizmasi ile biyolojik, gelisim ve
fizyolojik islemlerinin anlasilmasit model organizmalarin genom haritalarin
cikarilmasi ile miimkiindiir (Ankeny 2006). Bir organizma ile ilgili yapilan ¢aligmanin
diger tiirler i¢cin de veri kaynagi olarak kullanilabilecegi, biitiin organizmalarda var olan

tirler aras1 genetik benzerliklere dayandirilmaktadir (Collins vd. 1998).

1.3.1. Bir model organizma olarak Galleria mellonella

Buyik balmumu glvesi Galleria mellonella, diinyadaki en 6énemli ve tahrip
giicii yiiksek zararlilardan biridir (Smith 1965, Burges 1978, Chang ve Hsieh 1992,
Haewoon vd. 1995).

G.mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) ¢ogunlukla ari1 kovanlarinda yasar,
mum ve polen ile beslenir. Yagam dongiisii yaklasik 7-8 haftadir, yumurtadan ¢iktiktan
sonra larva, son doneme ulasmadan 6nce 6 larval safhadan geger. Bu 25 — 28 °C 'de
yaklasik 5-6 hafta siirer. Daha sonra 6nciil pupa ve pupa olusur, 2 hafta sonra yetiskin
guwveler gorinir. Bu mum gulvesi, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Fusarium oksysporum ve Aspergillus
fumigatus gibi insan patojenlerinin de dahil oldugu birgok patojenin bocek bagisiklik
tepkisi ve viriilans faktorlerini incelemek i¢in iyi bir model olmustur (Gibreel ve Upton
2013, Gomez-Lopez vd. 2014, Koch vd. 2014, Mufioz-Gomez vd. 2014, Maekawa vd.
2015, Amorim-Vaz vd. 2015). Diger taraftan, G.mellonella, saglikli insanlar igin
patojen olmayan Bacillus thuringiensis, Beauveria bassiana gibi dogal bdcek
patojenleri ile olan etkilesimini incelemek i¢cin de iyi bir modeldir ve bu nedenle,
biyolojik insektisitlerin iiretimi i¢in tarimda kullanilabilir (Ortiz-Urquiza vd. 2015, Ruiu
2015). G.mellonella, ucuz ve nispeten kolayca Kkiiltiire alinabilen bir model
organizmadir. Larvalar, hemolimf ve hemositleri elde etmek, daha ileri analiz ile diger
organlar1 izole etmek i¢in kolayca enjekte edilebilecek kadar (2 cm uzunlugunda, larval

evrede 250 mg agirlik) biiyiiktiir (Ramarao vd. 2012).



1.4. Boceklerde Biiyiime Gelisme icin Yapay Besinlerin Onemi

Parazitoid boceklerin yapay olarak yetistirilmesi, biyolojik miicadele
stratejilerinde kullanilacak parazitoitlerin gogaltilmasi ve iiretilmesi igin bir yontem elde
etme c¢alismalar1 uzun zaman once baslamistir (Grenier 2000).

Bugiine kadar ekonomik olarak o©nemli bdceklerin bakimi ve stirekli
yetistirilmesi i¢in ¢esitli yapay besinler gelistirilmis ve Onerilmistir (Ahmed vd. 1998,
Cohen 2001, Castane ve Zapata 2005). Bu bdceklerin art arda gelen nesilleri tamamen
yapay bir besin iizerinde arastirmaya yonelik caligmalarda kismen basari olmasina
ragmen, bir¢ok durumda hem yetiskinlik hem de {ireme potansiyelinin kaybi, daha uzun
gelisimsel siire ve diisiik dogurganlik hizina neden olur (Coudron vd. 2002).

Galleria mellonella, besin gereksinimlerinin kolayca elde edilebilir olmasi
sebebiyle en fazla kiiltlire alinan bdcek tiirlerinden biri olup, bu bdcek tiirii i¢in ¢esitli
sentetik besinler gelistirilmistir (Yendol 1970, Dadd 1973, Stanley-Samuelson ve Dadd
1984, Mohamed ve Coppel 1983). Bunlara ;890 g un, 500 g bal, 22 g kuru ekmek
mayas1, 500 g gliserin, 445 g bugday kepeginden olusan 6zel yapay besin (Haydak
1936, Mohamed ve Coppel 1983) ve Bronskill 1961 tarafindan gosterilen, 2000 ml
kepek, 300 ml gliserin, 300 ml petek, 100 ml bal ve 100 ml saf su karigimindan olusan
yapay besin 6rnek olarak verilebilir.

Bu c¢aligmada farkli konsantrasyonlarda hazirlanan herbisit mezotrionun bir
model organizma olan biylk balmumu givesi Galleria melonella’ya toksik etkileri

aragtirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERi

Bardot vd. (2015), topraga bagli Bacillus megaterium susu Mes11’in herbisit
mezotrionu parcalayabilecegini, mezotriona maruz birakilan Mesl1'in hiicre ici
proteomu, kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis iki boyutlu in-jel elektroforezi yaklagimi
kullanarak analiz etmislerdir. Sonuglar, tespit edilen ortalama 1820 protein lekesi
gostermistir. Jel profili analizleri, mezotrion uygulamasindan sonra fazlaca modifiye
edilmis 32 protein lekesi ortaya ¢ikarmis ve basta stres , metabolik ve dopolama
mekanizmalarini kapsayan 17 tanesi onemli protein olan 20 leke tanimlamiglardir.

Biyukguzel ve Kayaoglu (2013), salisilanilid sinifi bir ilag olan niklozamidin
Galleria mellonella larvalarinda in vivo insektisit etkisini aragtirmistir. Niklozamid, 7.
evre larvalari, pupa, ergin evrelerinin hayatta kalma oranim disiiriirken, en yliksek
konsantrasyonu (% 1,0) ergin gelisme siiresini uzatmis, % 0,1’lik niklozamid
konsantrasyonunda glutatyon-S-transferaz enzimi (GST) etkinligi 2 kat, malondialdehit
(MDA) miktar1 4 kat artmistir. Sonugta, niklozamidin bocegin biyolojik 6zeliklerine ve
antioksidan savunma cevab1 lizerine negatif etkisi oldugu prooksidan etkisine bagl
olarak belirlenmistir.

Cengiz ve Buyukguzel (2011), borik asitin fruktoz ile beraber Galleria
mellonella ‘da esey orani, hayatta kalma, gelisim, ergin Omir uzunlugu, yumurta
verimi, agilma orani ile son evre larvalarinin hemolenfinde oksidatif stres indikatorleri
olan malondialdehit, protein karbonil miktarlar1 ve glutatyon-Stransferaz aktivitelerine
etkilerini incelemistir. Bocegin antioksidatif tepkisinin ve biyolojik 6zelliklerinin borik
asitin denenen konsantrasyonlar1 ile seker ve borik asit kombinasyonlar1 yoluyla
olusturulan oksidatif stresin duizeyine gore degistigi sonucuna varilmastir.

Dere vd. (2015), Galleria mellonella L. larvalarina zorla besleme uygulamasi
yaparak Azadirachtin’nin insektisidal etkilerini arastirmistir. Azadirachtin dozlarina
bagli olarak ergin yasam siiresi, pupal ve ergin agirliklar1 azaldigi, azadirachtin G.
mellonella larvalari {izerinde zamana ve doza bagl olarak 6liime, toksik belirtilere ve
oksidatif strese neden oldugu gézlenmistir.

Dubovskiy vd. (2013), bir organofosfat (pirimifosmetil) uygulanan boceklerde
bagisiklik tepkisinin ¢esitli yOnlerini arastirmislardir. Patates bocegi Leptinotarsa

decemlineata (Coleoptera, Chrysomelidae) ve balmumu guvesi Galleria mellonella
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(Lepidoptera, Pyralidae) iki bocek sinifinin larva Orneklerinde hem humoral
(fenoloksidaz aktivitesi) hem de hiicresel (hemosit sayimi ve kapsiillesme hizi)
bagisiklik degisiklikleri incelenmistir. Insektisitin oliimciil ve o6liimciil dozlartyla
dogrudan temas1 immiin reaksiyonlarin uyarilmasina neden olur: fenoloksidaz aktivitesi
ve kapsiilleme hiz1 artar ve hemosit sayist artar.

Durmus ve Biiyiikgiizel (2007), Galleria mellonella gelisimi, erginlerinin 6miir
uzunlugu, hayatta kalma oran1 ile yag ve hemolenf dokularinda lizozim ve
malondialdehit miktari, aspartat aminotransferaz, glutatyon Stransferaz, asetil
kolinesteraz ve alanin aminotransferaz enzimlerinin aktivitesine sodyum tetraboratin
etkisini incelemiglerdir. Bu arastrmada G.mellonella’da sodyum tetraboratin
olusturdugu oksidatif stresin sinaptik iletimi ve bazi metabolik islevleri olumsuz
etkiledigi, farkli fizyolojik ve biyokimyasal tepkilere neden oldugu gosterilmistir. Sonug
olarak, bu calisma sodyum tetraboratin olusturdugu oksidatif stresin bocegin Omiir
uzunlugu ile yasama ve gelisim iizerindeki olumsuz etkisinde Onemli bir faktor
olabilecegi fikrini gii¢lerdirmektedir.

Glendhill vd. (2001), sican ve farede mesotrionun metabolik etkilerini
aragtirmistir. Mezotrion her iki tliirdede yogun bir sekilde absorbe edilmis ve idrar
yoluyla hizlica atilmigtir. Mezotrinin metabolizmast ve atiliminda tiirk farkliliklart
olmadig1 sonucuna varmislardir.

Gorer ve Unsal (2011), 6. evre Galleria mellonella L. larvalarinda alsystin’in
Kitin sentez inhibit6rii etkisini arastrmistir. Alsystin’in 12.5 ve 25 ppm’lik dozlarinin
larvalar icin kiitikiila kalinlig1 tizerine herhangi bir etkisi olmadigi; 50, 100, 200 ve 400
ppm’lik dozlarin etkili oldugu gozlenmistir. Farkli ti¢ dozunda (100, 200 ve 400 ppm)
bltiin larvalarda esit oranda olmamakla birlikte hemolenf kaybi, gelisim inhibisyonu,
kararma, hareketlerde yavaslama gézlenmis ve larvalarin deri de§isimleri ii¢ dozda da
gerceklesmemistir. Diger {ic dozda (12.5, 25 ve 50 ppm) larvalar gelisimlerine devam
ederek, bir iist evreye gegmisler ancak erginlerin kanat yapilarinda anomaliler
goriilmistiir. Larval periyot sliresinin, uygulanan tiim dozlarda kontrol grubuna gore
uzamigtir.

Hiz vd. (2016), Galleria mellonella ‘da fluorokinolon grubu antibiyotik olan
gemifloksasinin bocegin disi ve erkek Omiir uzunlugu, esey orani, yumurta verimi,

acilma orani gibi biyolojik ozellikleri {lizerine etkisini incelemistir. Bu antibiyotigi
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iceren besinlerle beslenen boceklerde ergin dmiir uzunlugu ile erkek ve disi esey oranini
etkilenmemis ancak yumurta verimi ciddi derecede diismiistiir. Bocegin biyolojik
ozelliklerinin gemifloksasin artan konsantrasyonlarina bagli olarak ciddi sekilde
etkilendigi belirlenmistir.

Kaczynski vd. (2016), mezotrionun toprak sistemi tizerinde yayilimi ile misirda
dehidrojenaz aktivitesi {izerine etkilerini arastirmistir. Ilk kez herbisitin cesitli dozlarda
uygulanan asidik ve alkalin ortamdaki davraniglari agiklamislardir. Sonuglar, mezotrinin
uygulanmasinin toprakta dehidrojenaz aktivitesini etkiledigini gostermistir.

Kastamonuluoglu ve Biiylikgiizel (2012), Galleria mellonella L. yapay besin
ortamina eklenen Allilamin sinifindan sentetik antifungal antibiyotik olan terbinafinin
bocegin biyolojik ozelliklerine (yasama, gelisme, esey orani, ergin disi ve erkek Omiir
uzunlugu, yumurta verimi, agilma orani gibi) etkisini aragtrmistir. Ayrica, bocegin son
evre larvalarinin orta bagirsaginda malondialdehit, protein karbonil miktarlar1 ve
glutatyon S-transferaz aktivitesi lizerine olan etkilerini incelemistir. Bocegin ergin
biyolojik ozellikleri ile orta bagirsak oksidatif durum ve detoksifikasyon kapasitesinde
terbinafin konsantrasyonlarina bagli degisimler oldugu sonucuna varilmistir.

Kilig vd. (2015), Galleria mellonella * min farkli gelisme evrelerinde
benzimidazol sinifi bir antihelmintik olan triklabendazolun, yasama orani ve gelisme
stiresi tlizerindeki etkilerini incelemislerdir. Bu maddenin diisiik konsantrasyonlarinda,
ergin olma ve son evre larva orani kontrol grubuna gore ciddi derecede diisiik
bulunmus, pupa olma orani yoniinden kontrol grubu ile arasinda istatistiksel fark
bulunmamistir. Tam tersine, en yiiksek besinsel triklabendazol konsantrasyonunda,
pupa ve ergin evreye ulagsma orani kontrol grubundan ciddi derecede diisiik bulunurken,
kontrol grubu ile 7. evreye ulasan larva orani arasinda farklilik goriilmemistir. Bu
calismanin 6nemi, kimyasal yapis1 ve etki mekanizmasi farkli olan antihelmintiklerin
zararl bocek kontroliinde, ¢evreye ve hedef olmayan canlilara karst minimum zararla
kullanilabilirliginin arastirilmasidir.

Kurt ve Kayis (2013), Galleria mellonella’ nin hemositleri tizerinde farkli
deltametrin konsantrasyonlarinin etkilerini arastrmislardir. Bu bécekte prohemosit,
graniilosit, sferiilosit, plazmatosit ve Onositler ve olmak iizere bes farkli hemosit

tanimlamiglar ve toplam hemosit sayis1 (THS) ciddi sekilde deltametrinden
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etkilenmistir. Deltametrinin G. mellonella’ da genotoksik hasarlara neden oldugu ve
immiin sisteminini etkiledigi sonucuna varmislardir.

Ozer ve Emre (2011), Galleria mellonella’ mn lipit, karbonhidrat ve total protein
miktarlarina farkli Diazinon konsantrasyonlarmin etkilerini arastirmistir. Denenen
biitiin diazinon oranlarinda protein yiizdelerinde ciddi bir etkilesim goriilmemis ve lipit
yuzdesi 6nemli oranda etkilenmemistir. Besinde 60.00 ul/100 g diazinon bulunmasi
durumunda karbonhidrat yuzdesi 6nemli derecede etkilenerek artmis, 120.00 pl
icerdiginde isee azaldig1 gozlenmistir.

Ozparlak vd. (2003), 5. evre G. mellonella larvalarinda bir kitin sentez
inhibitéri olan teflubenzuronun etkilerini incelemistir. Larvalar 250, 500 ve 1000 ppm
teflubenzuron igerikli besinle beslendigi zaman teflubenzuronun kiitikiila birikimini
bozdugunu ve islem yapilan larvalarda kiitikiila kalinliginin kontrol grubuna gore ciddi
derecede azaldig1 gbzlenmistir.

Piancini vd. (2015), uygun mesotrione konsantrasyonlarina (1.8, 7, 30, 115 ¢ 460
ug LY siddetli (96 h) maruz kalmanm etkisini Oreochorimis niloticus ve Geophagus
brasiliensis ‘in karacigerinde Ol¢miislerdir. O.niloticus 'un glutatyon peroksidaz
aktivitesi ve glutatyon konsantrasyonu ile G.brasiliensis'in SOD vs glutatyon-S-
transferaz aktivitesinde bir artig gozlemlemis her iki tiiriin de tiim dokularinda DNA
hasarinda Onemli artis bulmuslardir. Calismalarinin sonuclari, mezotriona siddetli
maruziyetin her iki tiire de oksidatif stres ve DNA hasarini indiikleyebildigini
gostermistir.

Tagkiran ve Er (2016), bitkisel kaynakli bir insektisit olan azadirachtinin,
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’ya topikal olarak uygulanmasinin
bocekte biyolojik parametrelere, yumurta verimine ve hiicresel bagisiklik tepkilerine
etkileri belirlemistir. Azadirachtinin topikal olarak uygulanmasi toplam yumurta
verimini azaltmig, uygulamay1 takiben 24 ve 48 saatlik periyotlarda toplam hemosit
sayilarinda belirgin bir diisiis, graniilosit sayisindaki azalma ve plazmatosit sayisindaki
artis sadece 100 ppm’de Onemli bulunurken, prohemosit ve Onositoid oranlarindaki
degisimler anlamli bulunmamistir. Mitotik hemositlerin oranlar1 ise 1000 ve 3000
ppm’de azalma gostermistir. Bu ¢alisma, Entegre zararli yonetiminde kullanilmaya aday
olan azadirachtinin, model bécek G. mellonella’da biyolojik parametrelere ve hiicresel

bagisiklik tepkilerine etkilerini ilk kez ortaya koymustur.
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Yal¢inkaya ve Coskun (2013), organofosforlu insektisit fenthionun degisik
subletal konsantrasyonlarmin Galleria mellonella larvalarinda antioksidan enzimler,
lipit peroksidasyonu ve oksidatif stres olusturma potansiyelleri iizerineki etkilerini
arastirmistir. Fenthion CAT aktivitesinde ve MDA miktarinda artisa, protein
diizeylerinde azalmaya neden olmustur. Yiiksek fenthion dozlari SOD aktivitesini
onemli Ol¢iide azaltirken, diisiik fenthion dozlar1 SOD aktivitesi artirmistir. CAT and
SOD gibi antioksidan enzimlerin aktivitesi fenthion’un oksidatif strese bagh
toksisitesinden etkilenerek bocekte oksidatif stres olusturdugu sonucuna varilmistir.

Yilmaz ve Nurullahoglu (2013), degisik dozlarda aliminyum kloriir igerikli
besinle beslenen G.mellonella ‘da, larval ve pupal gelisimi, larva ve pup agirligi, son
evre larvada hemosit sayisi, erginlesmesi, ergin agirligi, ergin esey orani, ergin omiir
stiresi, erginde morfolojik anormallikler ve kimyasalin etkilerini arastirmis, alliminyum
kloriir uygulamasina baglh olarak G. mellonella’nin larval ve pupal gelisim siirelerinin
ve ergin Omiir uzunlugunun kisaldigini belirlemistir. Ayrica, larval, pupal ve ergin
agirliklarinin, gelisim oranlarinin, esey oranlarinin, ergin morfolojisinin ve larval
hemosit sayisinin aliminyum kloriir uygulamalarindan etkilenmedigini tespit etmistir.

Zorlu ve Nurullahoglu (2016), farkli dozlarda titanyum dioksit eklenmis
besinlerle beslenen Galleria mellonella’da hemolenf toplam protein miktar1 ve gelisme
fizyolojisi ile hemolenf MDA seviyesi ve antioksidan enzim (GST, SOD ve CAT)
aktivitelerini incelemistir. Titanyum dioksit etkisine bagli olarak, doz gruplarinda
kontrol grubuna gore, pup ve ergin agirliklarinin, larval ve pupal gelisim siiresinin,
erkek omiir uzunlugunun arttig1r bulunmustur. Toplam protein miktarinin sadece 1000
ppm, MDA seviyesinin ise 100, 500 ve 1000 ppm dozlarda arttig1 belirlenmistir. GST,

PR

SOD ve CAT aktiviteleri dozlara bagl olarak degistigi sonucuna varilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Deneyde kullanilacak boceklerinin yetistirilmesi

Herbisit mezotrionun blyik balmumu guvesi Galleria mellonella L. larvalarinin
SOD, Katalaz, MDA aktivitesi iizerine etkileri ile karbonhidrat lipit ve protein miktari
tayininin incelendigi bu ¢alismada kullanilacak stok bocek kiiltiirii %70+5 bagil nem ve
28+2 °C kosullarda 24 saat karanlik fotoperiyodu uygulanan laboratuvar kosullarinda
Bronskill (1961) tarafindan gosterilen yapay besinle yetistirildi.

Hazirlanan besin, bir litrelik plastik kavanozlarin yaklasik 2/3’ne kadar
dolduruldu. igerisinde besin bulunan plastik kavanozlarin igine birakilan G.mellonella
ergin erkek ve disi boceklerinin ¢iftlesmesi sonucunda disilerin biraktigi yumurtalarin
acilmasiyla stok bocek kiiltiiriiniin devamlilig1 saglandi. Yumurtalardan ¢ikan larvalari
gelisimlerini tamamlamasiyla 7. evre larvalari meydana geldi. Larvalar Sekil 3.1. de

besin ortaminda goriilmektedir.
3.1.2. Kontrol besinin hazirlanmasi

G. mellonella larvalarina besin olarak 2000 ml kepek, 300 ml gliserin, 300 ml
petek, 100 ml bal ve 100 ml saf sudan olugan besin bilesenleri genis bir kap igerisinde el

yardimi ile gliserininin diger bilesenlerce emilmesi icin bir siire karistirildi.

P77 == » y R
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Sekil 3.1. Bronksill (1961) ‘in bal, petek, saf su, kepek ve gliserin karigimindan
hazirladig1 yar1 sentetik besin ortaminda bulunan G. mellonella larvalari.
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3.2. 'YOontem

Deneylere baslamadan 6nce mezotrionun Galleria mellonella L. larvalari igin
LDso degeri pl/mg olarak hesaplandi.

Hazirlanan farkli mezotrion ( 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 pl/mg)
konsantrasyonlar1 son larval evredeki boceklere enjekte edildi. Enzim aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in her serinin her tekrarinda 3 bocek, her karbonhidrat ve lipit tayini igin
de 1 bocek, petri kaplarina konularak 24, 48, 72 ve 96 saatlik gruplar olusturuldu.
Deney periyodu sonunda bocekler petrilerden alinip tartilarak -80 °C de biyokimyasal
analizler yapilana kadar bekletildi. -80 °C de saklanan larvalar SOD, ve Katalaz enzim

aktiviteleri ile MDA |, protein, lipit ve karbonhidrat miktar1 tayini i¢in kullanild1.

3.2.1. Protein ve Enzim Analizleri I¢in Béceklerin Homojenizasyonu

Analiz islemlerini yapmak i¢in -80 °C de bekletilen Galleria mellonella larvalari
deney tiliplerine konuldu ve fenol oksidaz aktifli§inin 6nlenmesi i¢in tiiplerin igerisine
birka¢ (0,01 g ) fenilthioure kristali eklendi ve 1/5 oraninda fosfat tamponu (pH7.4) ile
24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenize edilen drnekler +4 °C de 10000
devirde 15 dakikalik santrifiij islemi sonucu olusan supernatant enzim ve protein

analizleri i¢in kullanildi.

3.2.2. Protein Miktarimin Tayini

Santrifiij sonucu olusan siipernatanttan protein miktar1 tayini Lowry vd. (1951)
yontemiyle yapildi. Standart olarak Sigir Serum Albumin ¢ozeltisiyle protein degerleri

belirlendi.

Cozelti A: [% 2 Na2CO3 (0.1 N NaOH icinde)] : 2 g Na2COs tartilarak 0.1 N NaOH
icerisinde toplam hacim 100 ml’ye tamamlanacak sekilde ¢oziildii.
Cozelti B1: (%1 CuS0O4.5H20): 1 g CuSO4.5H0 tartilarak bidistile saf su ile ¢dzeltinin

hacmi toplam 100 ml’ye tamamlanarak ¢oziildii.
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Cozelti B2: (%2 Na-K-tartarat): 2 g Na-K-tartarat tartilarak bidistile saf su ile ¢ozeltinin
hacmi toplam 100 mI’ye tamamlanarak ¢oziildii.

Cozelti C: 50 hacim ¢6zelti A, 1 hacim 1/1 oranindaki ¢ozelti Bl ve B2 karisimi ile
karistirildi.

Folin-ciocalteu cozeltisi: Kullanmadan once 1/1.5 oraninda bidistile saf su ile
seyreltildi.

Protein miktar1 tayininden 6nce 100 ml’sinde 1 g sigir serum alblimin (Sigma;
A-2153) bulunan stok cozelti elde edildi ve seyreltme yoluyla bu ¢dzeltiden 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/ml albiimin iceren standart ¢ozeltiler hazirlandi.
Her bir standart ¢cozeltinin 750 nm’deki absorbsiyon degerleri, Lowry vd. (1951) protein
olgtimii yontemi kullanilarak spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800) okundu. Protein
tayini yapmak amaciyla kor tiiptine 0.3 ml bidistile saf su ve {izerine 3 ml ¢o6zelti C ilave
edildi, oda sicakliginda 15 dakika bekletildikten sonra 0.3 ml Folin-ciocalteu eklendi.
Kor tiipii 30 dakika daha oda sicakliginda bekletilip 750 nm’de okundu. Ornekleri
okumak icin ilk olarak 0.3 ml 6rnek tzerine 3 ml ¢ozelti C ilave edildi ve 15 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra {izerine 0.3 ml Folin-ciocalteu eklenerek 30 dakika
daha bekletildi. Orneklerin kore karsi absorbans degerleri 750 nm’de okundu.
Spektrofotometrede Olciilen 151k absorbsiyon degeri regresyon dogrusu denkleminde
yerine koyularak bir deney serisinin bir tekrarindaki boceklerde toplam protein miktari

belirlendi.

3.2.3. Superoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesinin Belirlenmesi

SOD aktivitesi tayininde Sun vd. (1988) tarafindan gelistirilen yOntem
kullanildi.

Reaktif cozeltisi (20 testlik): 10 ml EDTA (CioH14N202Na2H20) c¢ozeltisi, 20 ml
ksantin ¢ozeltisi, 6 ml Na2CO3 ¢ozeltisi, 3 ml BSA (Bovin serum albiimin) ¢ozeltisi ve
10 ml NBT (Nitrotetrazoliumbluecloride) ¢ozeltisi karistirilarak hazirlandi.
Ksantinoksidaz (EC:1.17.3.2) (Sigma; X1875) (167 U/l) enziminden 48 pul alinarak, 3
ml 2M buz icerisinde tutulan (NH4)2SO4 de ¢ozuld.
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2M (NH4)2SO4: 2.643 g (NH4)2SO4 toplam hacim 10 ml’ye ayarlanarak bidistile saf
suda ¢ozuldu.

CuCl2.2H20 (0.8 mM): 13,6 mg CuCl..2H20 toplam hacim 100 ml’ye ayarlanarak
bidistile saf icerisinde ¢ozuldu.

Her bir 6rnegin SOD aktivitesinin tayini i¢in iki tiip alind1. Kor tiiptine 1.425 ml
reaktif cozeltisi konuldu, Uzerine 0.025 ml ksantinoksidaz c¢ozeltisi eklendi ve
karistirildi. Oda sicakliginda 20 dakika bekletildikten sonra 0.05 ml bakir kloriir ilave
edilerek reaksiyonun durmasi saglandi. Son olarak protein kaynakli absorbans sonuglari
etkilemesin diye 0.05 ml 6rnek eklenerek, spektrofotometrede saf suya kars1 560 nm de
okundu. Ornek tiipiine yeniden 1.425 ml reaktif ¢ozeltisi konuldu, tzerine 0.025 ml
ksantinoksidaz ile 0.05 ml 6rnek eklendi ve oda sicakliginda 20 dakika bekletildi. Sonra

0.05 ml bakir kloriir eklenerek reaksiyonun durmasi saglandi ve 560 nm de okundu.

Hesaplama:

(Absorbans kir-Absorbans numune) X100
Absorbans kor

%4 Inhibisyon=

0 inhibisyon

Aktivite (U/ml) = T0 < 01

Aktivite (U/ml)
Protein miktar1 (mg/ml)

Spesifik aktivite (U/mg protein) =

3.2.4. Katalaz (CAT) Aktivitesinin Belirlenmesi

Katalaz aktivitesinin tayininde Aebi (1974) yontemi kullanildi. Cozelti olarak
Fosfat tamponu (50 mM) ve H202 (30 mM) kullanildi.

Katalaz aktivitesi tayininde kor ve numune tiipli olarak belirlenen iki tiip alindi,
kor tiplne 2.8 ml 30 mM H20, ve tizerine 0.2 ml fosfat tamponu ilave edildikten hemen
sonra seri olarak ¢alkalandi. 240 nm’de 30 saniye araliklarla spektrofotometrede iki kez

okundu. Ornek tiipiine yine ayn1 miktarda 30 mM H2O, ve (zerine 0.2 ml 6rnek
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eklendikten sonra hizlica g¢alkalanarak 240 nm’de absorbanslarin okumasi yapildi.

Okumalar, ilk okuma A1, ikinci okuma A2 seklinde adlandirildi.

Hesaplama:
23 A,
U= — xlog—
A A,
2.3 A
U= — xXlog—
30 A,

Formiiliiyle hesaplandi1 ve katalaz aktivitesi U/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.5. Malondialdehit (MDA) Aktivitesinin Tayini

MDA aktivitesinin belirlenmesinde Dubovskiy vd. (2008) metodu kullanildi.

Cozeltiler
TBA (%0.8): 0.8 g TBA tartildi ve 100 ml distile suda ¢6zuld.
TCA (%20): 20 g TCA tartild1 100 ml distile suda eritildi.

Stok Standart : 1,1,3,3 Tetrametoksipropan.

MDA aktivitesi tayini i¢in siipernatantan alman 250ul 6rnek, 125 pl % 20 TCA
ile karistirildi. Bu karisim 15000 devirde, 10 dakika siireyle +4 °C derecede santrifij
edildi. Tipteki stipernatant (300 ul), 200 ul TBA ile karistirildi ve 60 dakika siireyle
sicak su banyosunda (90°C) bekletildi. Bu islem sonunda 535 nm de spektrofotometrede
okuma yapildi. Sonuglar standart egride degerlendirildi. Standart olarak 1,1,3,3
Tetrametoksipropan kullanildi. Stok standarttan 6.6 pl alinip bidistile saf su eklenerek
100 ml *ye tamamlandi. Bu hazirlanan ¢ézeltiden 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/ml lik
calisma standartlar1 hazirland1 ve standart egri ¢izimi i¢in Orneklere yapilan islemin
aynis1 yapilarak standart egri ¢izimi gerceklestirildi. Bu egriden yararlanilarak MDA

miktar1 hesaplandi.
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3.2.6. Lipit ve Karbonhidrat Analizi i¢in Béceklerin Homojenizasyonu

Lipit ve karbonhidrat analizi i¢in, yas agirliklart alinan ve -80 °C de bekletilen
Galleria mellonella larvalari, deney tiiplerine alindi.

Oda sicakliginda buzu ¢oziildiikten sonra iizerlerine 2 ml sodyum siilfat eklendi
ve melaninlesmeyi 6nlemek i¢in birkag fenilthioure kristali konuldu ve Ultra-Turrax ile
24000 devir/dk da homojenize edildi. Homojenizasyon iglemini takiben tiiplere 8 ml
kloroform/metanol (1/2) c¢ozeltisi eklendi ve 10000 devir / dk da 10 dk santrifuj edildi.
Tiiplerde olusan siipernatanttan 0.2 ml alindi, karbonhidrat ve lipit analizlerinde

kullanildi.

3.2.7. Lipit Miktarinin Belirlenmesi

Cozeltiler;

1- %2 NaSO4: 2 gr NaxSOs tartilarak balon jojede saf su ile 100 ml ye
tamamlandu.

2- Vanilin-Fosforik Asit: 600 mg vanilin 100 ml sicak suda ¢6ziildii ve 400 ml
% 85 ‘lik fosforik asitle karistirilarak karanlikta saklandi.

3- Konsantre Sulfurik Asit (%95-97).

4- Kloroform/Metanol Karisimi (1/2): Erlenmayer icerisinde 10 ml kloroform

ile 20 ml metanol karistirildi ve agzi sikica kapatilarak saklandi.

Analizler i¢in, stoklanan drneklerdeki total lipit miktarinin belirlenmesinde Van
Handel (1985b) in gelistirdigi yontem kullanilda.

Lipit analizleri sonucunda elde edilecek lipit degerlerinin belirlenmesi amaciyla,
oncelikle lipit standart grafigi ¢izildi. Bu islem i¢in % 0.1 lik misir yagi kullanildi. Stok
standart ¢Ozelti konsantrasyonunun 1 mg/ml olmasi saglandi. Bunun igin
kloroform/metanol (1/2) ¢o6zeltisi kullanildi. Daha sonra bu stok ¢ozeltiden seri
seyreltmeler ile 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/ml misir yag: iceren

¢oOzeltiler hazirlandi.

21



Hazirlanan her tipten 200 er pl alimip deney tiiplerine aktarildi. Bu tiipler
homojenizasyon sirasinda eklenen kloroform/methanol karisimi buharlasincaya kadar
90 °C lik su banyosunda bekletildi. Su banyosundan alinan tiiplere 40 pl konsantre
stilfiirik asit ¢ozeltisi eklendi ve vortex ile karistirildi. Tekrar 2 dk boyunca 90 °C lik su
banyosunda bekletildi. Bu islemi takiben sogutulan tiipler igerisine 960 pl vanilin
fosforik asit reaktifi eklendi. Tipler karistirildi ve oda sicakliginda 30 dk bekletildi ve
bir renk olusumu gozlendi. Bu islemlerin sonunda tlipler karistirilarak
spektrofotometrede 525 nm de tiiplerin absorbans degerleri kore karsi okundu. Her
standart cozelti konsantrasyonu ic¢in bu islemler bes kez tekrarlandi. Elde edilen
absorbans degerleri ile standart lipit grafigi (regresyon egrisi) ¢izildi.

Bu regresyon denkleminde, okunan absorbanslarin yerine konulmasiyla
orneklerin lipit miktarlar1 hesaplandi.

Lipit analizi yapmak icin, santrifij sonucunda elde edilen sipernatantlardan
200’er pl ornek alindi ve deney tiiplerine konuldu. Bu tiiplerin i¢inde bulunan
kloroform/metanol ¢ozeltisi tamamen buharlasana kadar 90°C lik su banyosunda
bekletildi. Bu islem sonunda kalan lipit ¢okeleginin lizerine, 40 pl konsantre siilflirik
asit ¢cozeltisi eklenerek tiipler vortex ile karistirildi ve 90°C lik su banyosunda 2 dk daha
bekletildi. Tipler sogutulduktan sonra her bir tiip igerisine, 960 ul vanilin-fosforik asit
reaktifi eklendi ve tiipler 30 dk oda sicakliginda birakilarak renk olusumu saglandi. Son
islem olarak tiipler karistirild1 ve tiiplerin absorbans degerleri spektrofotometrede 525
nm dalga boyunda kore karsi okundu. Okunan absorbans degerleri, standart grafikte

yerine konularak degerlendirildi ve toplam lipit miktar1 belirlendi.

3.2.8. Karbonhidrat Miktarinin Belirlenmesi

Karbonhidrat miktarinin belirlenmesinde Van Handel (1985a) in gelistirdigi
yontem kullanild.

Cozeltiler;

1- Antron Cozeltisi: 750 mg antron, 150 ml bidistile saf su ve 380 ml
konsantre H.SOq4 icinde ¢ozilda.
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2- %2 lik Sodyum Sulfat (NaSO4) ¢ozeltisi: 2 gr NaSOs tartildi ve son
hacim 100 ml olacak sekilde bidistile saf su ile ¢oziildii.
3- Kloroform/Metanol Karisimi (1/2): Erlenmayer icinde 10 ml kloroform ve

20 ml metanol karistirild1 ve agz1 sikica kapatilarak saklandi.

Karbonhidrat miktar1 tayininden 6nce, mililitresi 0.1 g saf glikojen (Sigma G-
8751) igeren bir stok ¢ozelti hazirlanarak bu ¢ozeltiden seyreltme yontemiyle 0.1, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1 mg/ml glikojen standart ¢ozeltiler elde edildi. Bu
glikojen standardi serisine Van Handel (1985a) metodu uygulanarak, ornekler
spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda okundu ve olusan absorbans degerlerinden
standart glikojen grafigi (regresyon dogrusu) ¢izildi.

Karbonhidrat analizi i¢in, santrifiij sonucunda elde edilen sipernatantlardan
200’er pl ornek alindi ve deney tiiplerine konuldu. Bu tiiplerin i¢inde bulunan
kloroform/metanol ¢6zeltisi tamamen buharlasana kadar 90°C lik su banyosunda
bekletildi. Tiipler sogutulduktan sonra {izerlerine 1 ml antron ¢ozeltisi eklendi ve 90°C
lik su banyosunda 15 dakika daha bekletildi. Siire sonunda buzdolabinda sogutulan
tiiplerin absorbansi spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda okundu. Elde edilen
absorbans degerleri regresyon denkleminde yerine koyularak, 1 ml 6rnek i¢indeki total

karbonhidrat miktar1 mg cinsinden elde edildi.

3.3. Verilerin degerlendirilmesi

Deneyler farkli zaman dilimlerinde beser defa tekrarlandi. Bir deney serisinden
elde edilen veriler, kontrol besini ve kendi aralarinda karsilastirilarak degerlendirildi.
Verileri karsilastirmak icin varyans analiz yOontemi, ortalamalar arasindaki farkin
oneminin kontrolii i¢in ise Student Newman Keul’s (SNK) testi, bilgisayarda SPSS

istatistik veri paketi kullanilarak uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. Mezotrionun G. mellonella’ min Toplam Protein Miktarina Etkileri

Denenen farkli mezotrion konsantrasyonlariim G.mellonella‘® nin toplam protein

miktarina olan etkileri ¢izelge 4.1. ‘de gosterilmistir. Deney periyodunun 24 ve 72.

saatlerinde G. mellonella larvalarmin protein miktarlarinda tiim konsantrasyonlarda

kontrol

grubuna gore bir

g6zlenmemektedir.

azalma olmakla beraber

istatiksel

olarak fark

Cizelge 4.1. Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin Galleria mellonella’nin toplam
protein miktarina etkileri

PROTEIN(mg/100mg)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)

Kontrol 6.260+0.170a  6.062+0.080c 6.164+0.229a  6.122+0.248b
0.1 ug 6.086+0.160a  6.022+0.100c 6.090+0.259a  5.744+0.072ab
0.2 ug 5.922+0.067a  5.756+0.217bc  5.752+0.248a  5.712+0.218ab
0.3 g 6.0461£0.223a  5.556+0.166bc ~ 5.896+0.324a  6.078+0.297b
0.4 ug 5.696+0.154a  5.392+0.095b 5.948+0.226a  5.482+0.120ab
0.5 ug 5.954+0.137a  5.672+0.060bc ~ 5.984+0.286a  5.460+0.147ab
0.6 pg 5.730+£0.085a  5.590+0.078bc  5.856+0.383a  5.526+0.326ab
0.7 pg 6.052+0.202a  5.570+£0.072bc ~ 5.790+0.199a  5.708+0.192ab
0.8 ug 5.850£0.135a  5.548+0.233bc ~ 5.502+0.297a  5.724+0.175ab
0.9 ug 6.082+0.211a  4.626+0.125a 5.624+0.304a  5.464+0.249ab
1ug 5.846+0.163a  4.770+0.115a 5.426+0.317a  4.948+0.163a

*: a, b, ¢ harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Aym siitundaki ayni harfi igeren veriler arasinda
istatistiksel aymrim yoktur (P>0.05)

(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata
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48. saat periyodunda kontrol grubunda 6.062 mg olan mezotrion konsantrasyonu
istatiksel olarak dnemli 6lcude azalarak 0.4 pg konsantrasyonda 5.392 mg, 0.9 ug
konsantrasyonda 4.626 mg, 1.0 pug konsantrasyonda 4.770 mg olarak hesaplanmistir. 96.
saatte kontrol grubu ile 0.1 — 0.9 pg arasindaki konsantrasyonlarda bir azalma

g6zlenmekle beraber istatiksel olarak fark yoktur
4.2. Mezotrionun gunlere gore G. mellonella’ mn Toplam Protein Miktarina

Etkileri

Cizelge 4.2. Mezotrionun farkli konsantrasyonlariin G. mellonella’nin toplam protein
miktarina zamana bagl etkileri

PROTEIN (mg/100mg)
Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)

Kontrol 6.260+0.170x  6.062+0.080x 6.164+0.229x  6.122+0.248x
0.1 pg 6.086+0.160x  6.022+0.100x 6.090+0.259x  5.744+0.072x
0.2 ug 5.922+0.067x  5.756+0.217x 5.752+0.248x  5.712+0.218x
0.3 ug 6.046+0.223x  5.556+0.166x 5.896+0.324x  6.078+0.297x
0.4 pg 5.696+0.154x  5.392+0.095x 5.948+0.226x  5.482+0.120x
0.5 ug 5.954+0.137x  5.672+0.060x 5.984+0.286x  5.460+0.147x
0.6 pg 5.730+0.085x  5.590+0.078x 5.856+0.383x  5.526+0.326x%
0.7 pg 6.052+0.202x  5.570+0.072x 5.790+0.199x  5.708+0.192x
0.8 ug 5.850+0.135x  5.548+0.233x 5.502+0.297x  5.724+0.175x
0.9 ug 6.082+0.211y = 4.626+0.125x 5.624+0.304y  5.464+0.249y
1 g 5.846+0.163y  4.770+0.115x 5.426+0.317xy 4.948+0.163x

*. X, y harfleri ortalamalar arasindaki farklari gdstermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirrm yoktur (P>0.05)
(OrtxStd): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin giinlere gére G.mellonella‘nin toplam
protein miktarina olan etkileri ¢izelge 4.2. ‘de gdsterilmistir. Kontrol grubunda ve 0.1

Mg, 0.2 pug, 0.3 pg, 0.4 pg, 0.5 pg, 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg konsantrasyonlarda elde edilen
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veriler incelendiginde 24. saatten itibaren 96. saate kadar degerler arasinda bir azalma
gozlenmekle beraber istatiksel olarak fark yoktur. 0.9 pg konsantrasyonda 24. saatte
6.082 mg olan protein miktari, 48. saatte onemli Olglide azalarak 4.626 mg olarak
hesaplanmis, 72 ve 96. saatlerde 24. saate gore bir azalma olmakla beraber istatiksel
olarak fark gozlenmemistir. 1.0 pg konsantrasyonda 24. saatte 5.846 mg olan protein
miktari, 48, 72 ve 96. saatlerde 6nemli 6l¢iide azalarak sirasiyla 4.770 mg, 5.426 mg ve

4.948 mg olarak hesaplanmistir.

4.3. Mezotrionun G. mellonella’ nin Lipit Miktarina Etkileri

Cizelge 4.3. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipit
miktarina etkileri

LIPIT (mg/100mg)

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

Kontrol 7.2004£0.075d  6.900+0.152¢ 6.580+£0.200e  6.080+0.554b
0.1 ug 6.903+0.058cd  6.697+0.371de  5.997+0.130d 5.183%0.471a
0.2 ug 6.630+0.084bc  6.130+0.104cd  5.383+0.080c  5.010+0.091a
0.3 ug 6.523+0.139bc  6.010+0.098cd  5.310+0.196c  4.883+0.123a
0.4 ug 6.163+0.369b  6.190+0.155cd  5.746+0.098d  4.960+0.140a
0.5 ug 5.503+0.030a 5.757+0.066bc  5.200+0.100bc  4.850+0.081a
0.6 ug 5.283+0.187a  5.277+0.205ab  4.993+0.057bc 4.783+0.091a
0.7 g 5.480+0.133a 5.253+0.246ab  4.943+0.017bc 4.767+0.329a
0.8 pug 5.353+0.127a 5.103£0.097ab  4.800+0.046b  4.547+0.187a
0.9 ug 5.243+0.122a 4.840+0.412a 4.400+£0.090a 4.167+0.077a
1ug 4.973+0.032a 4.737+0.003a 4.290+0.081a  4.153+0.079a

*:a, b, ¢, d, e harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki aym harfi igeren
veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(OrtxStd): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Herbisit mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin ~ G.mellonella‘nin  lipit
miktarina olan etkileri ¢izelge 4.3. ‘de gosterilmistir. Deney periyodunun 24, 48, 72 ve
96. Saatlerdeki veriler incelendiginde biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore

bir azalma g6zlenmektedir.
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24. ve 48. Saatlerde kontrol grubu ile 0.1 pg konsantrasyon arasinda istatiksel
olarak fark olmamakla beraber diger 0.2 pg — 1.0 pg arasindaki konsantrasyonlarda
onemli Olclide azalma goOzlenmektedir. 72. ve 96. saatlerde bitin mezotrion
konsantrasyonlarinda lipit miktarinin kontrol grubuna gore 6nemli Olclide azaldigir ve
her iki zaman periyodunda en yiiksek azalmanin 1.0 pg konsantrasyonda oldugu

g6zlenmektedir.
4.4. Mezotrionun glinlere gore G. mellonella’ min Lipit Miktarina Etkileri

Cizelge 4.4. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin toplam lipit
miktarina zamana bagh etkileri

LIPIT (mg/100mg)

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

Kontrol 7.200+0.075x  6.900+0.152x  6.580+0.200x 6.080+0.554x
0.1 ug 6.903+0.058y  6.697+0.371y  5.997+0.130y 5.183+0.471x
0.2 ug 6.630+0.084t  6.130+0.104z  5.383+0.080y 5.010+0.091x
0.3 ug 6.523+0.139z  6.010£0.098y  5.310+0.196x 4.883+0.123x
0.4 ug 6.163+0.369y  6.190+0.155y  5.746+0.098y 4.960+0.140x
0.5 ug 5.503+0.030z  5.757£0.066t  5.200+0.100y 4.850+0.081x
0.6 ug 5.283+0.187x  5.277£0.205x  4.993+0.057x 4.783+0.091x
0.7 ug 5.480+0.133x  5.253+0.246x  4.943+0.017x 4.767+0.329x
0.8 ug 5.353+0.127z  5.103+0.097yz  4.800+0.046xy  4.547+0.187x
0.9 ug 5.2431+0.122y  4.840+0.412xy 4.400+0.090xy  4.167+0.077x
1ug 4.973+0.032z  4.737+0.003y  4.290+0.081x 4.153+0.079x

*: X, Y, z, t harfleri ortalamalar arasindaki farklari gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin giinlere gore G.mellonella‘nin lipit
miktarina etkileri ¢izelge 4.4. ‘de gosterilmistir. Kontrol grubu, 0.6 pg ve 0.7 pg
konsantrasyonlarda elde edilen veriler incelendiginde 24. saat ile 48, 72. ve 96. saatler
arasinda bir azalma olmakla beraber istatiksel olarak fark gdzlenmemektedir. 0.1 pg, 0.4

pg ve 0.9 pg konsantrasyonlarda 24. saat ile 48 ve 72. saatler arasinda istatiksel olarak
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fark olmamakla birlikte 96. Saatte oOnemli Olcide azalma go6zlenmektedir. Lipit
miktarinin 0.2 ug, 0.3 pug, 0.5 ug ve 1.0 ug konsantrasyonlarda 24. saate gore 48, 72 ve
96. saatlerde onemli Olciide azaldig1 belirlenmistir. 0.8 pg konsantrasyonda ise 24. saat

periyodunda 5.353 mg olan lipit miktar1 72. ve 96. Saatlerde 6nemli dlciide azalarak

sirasiyla 4.800 mg ve 4.547 mg olarak hesaplanmistir.

4.5. Mezotrionun G. mellonella’ nin Toplam Karbonhidrat Miktarina Etkileri

Cizelge 4.5. Farkh

karbonhidrat miktarina etkileri

mezotrion konsantrasyonlarinin = G. mellonella’nin  toplam

KARBONHIDRAT (mg/100mg)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort+Std) (OrtzStd) (Ort+Std)
Kontrol 13.323+0.118c  12.426+0.170d 11.007+0.167b  10.000+0.105c
0.1 ug 12.380+£0.365bc 11.827+0.619cd  10.983+0.467b 9.847+0.335bc
0.2 ug 12.283+£0.238bc 11.620+0.436bcd 10.140+0.144a 9.370+0.082abc
0.3 ug 12.1274£0.290b  11.463+0.074bcd 10.130+0.106a 9.283+0.095abc
0.4 ug 11.850£0.251ab 10.753+0.641abc 9.633+0.139a  9.317+0.316abc
0.5 ug 11.460+£0.271ab 10.643+0.194abc 9.657+0.243a  9.180+0.119abc
0.6 ug 11.420+£0.536ab 10.840+0.266abc 9.590+0.201a  9.080+0.119abc
0.7 ug 11.257+0.128ab 10.780+0.164abc 9.613+0.217a  8.947+0.284abc
0.8 ug 11.1434£0.235ab  10.490+0.195abc 9.523+0.182a  8.957+0.382abc
0.9 ug 11.020+£0.180ab 10.193+0.099ab  9.507+0.023a  8.890+0.130ab
1ug 10.617£0.376a  9.887+0.099a 9.097+£0.226a  8.537+0.083a

*:a, b, ¢, d harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki ayn1 harfi igeren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Farkli mezotrionun konsantrasyonlarmin G.mellonella‘ nin toplam karbonhidrat
miktarina olan etkileri ¢izelge 4.5. ‘de gosterilmistir. Deney periyodunun 24, 48, 72 ve
96. saatlerinde G. karbonhidrat

konsantrasyonlarda kontrol grubuna gére bir azalma gézlenmekle birlikte, 24. saatte 0.1

mellonella larvalarinin miktarlarinda  tim
pg ve 0.2 pg diisiik mezotrion konsantrasyonlari ile, 48. Saatte 0.1 pg, 0.2 pg ve 0.3 ug
konsantrasyonlar1 ile, 72. saatte sadece 0.1 pg konsantrasyonu ile kontrol gruplari

arasinda istatiksel olarak fark yoktur ancak diger konsantrasyonlarda ¢nemli Olglide
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azalma go0zlenmektedir. 96. saatte ise kontrol grubunda 10.00 mg olan karbonhidrat

miktar1 0.9 pg ve 1.0 pg gibi yiiksek mezotrion konsantrasyonlarinda 6nemli 6l¢iide

azalarak

sirastyla 8.890 pug ve 8.537 pg olarak hesaplanmig, diger mezotrion

konsantrasyonlarinda bir azalma olmakla beraber istatiksel olarak fark yoktur.

4.6. Mezotrionun gunlere gore

Miktarina Etkileri

Cizelge 4.6. Farkh

karbonhidrat miktarina zamana bagl etkileri

G. mellonella nin Toplam Karbonhidrat

mezotrion konsantrasyonlarmmin G. mellonella’nin  toplam

KARBONHIDRAT (mg/100mg)

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

Kontrol 13.323+0.118t 12.426+0.170z  11.007+0.167y  10.000+0.105x
0.1 ug 12.380+0.365y 11.827+0.619y  10.983+0.467xy 9.847%0.335X
0.2 ug 12.283+0.238y 11.620+0.436y  10.140+0.144x  9.370+0.082x
0.3 ug 12.127+0.290t 11.463+0.074z  10.130+0.106y  9.283%0.095x
0.4 pg 11.850+0.251y 10.753+0.641xy 9.633+0.139x 9.317+0.316x
0.5 ug 11.460+0.271z 10.643+0.194y  9.657+0.243x 9.180+0.119x
0.6 pg 11.420+0.536y 10.840+0.266y  9.590+0.201x 9.080+0.119x
0.7 g 11.257+0.128y 10.780%£0.164y  9.613+0.217x 8.947+0.284x
0.8 ug 11.143+0.235y 10.490%£0.195y  9.523+0.182x 8.957+0.382x
0.9 ug 11.020+0.180t 10.193%+0.099z  9.507+0.023y 8.890+0.130x
1 ug 10.617+0.376y 9.887+0.099y  9.097+0.226x  8.537+0.083x

*: X, y, z, t harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Aym satirdaki ayni harfi igeren veriler arasinda
istatistiksel aymrim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata

Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin  giinlere gore  G.mellonella‘nin
karbonhidrat miktarina etkileri ¢izelge 4.6. ‘da gosterilmistir. Kontrol grubunda, 0.3 pg
ve 0.9 ug konsantrasyonlarda elde edilen veriler incelendiginde karbonhidrat miktarinin
24. saatten itibaren 96. saate kadar tiim zaman periyotlarinda 6nemli 6l¢iide azaldigi
gbzlenmektedir. 0.1 pg konsantrasyonda 24. Saatte 12.380 mg olarak hesaplanan
karbonhidrat miktar1 ile 48 ve 72. saatteki degerler arasinda istatiksel olarak fark

olmamakla beraber 96. saatte dnemli 6l¢lide azalma meydana gelmis ve karbonhidrat
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miktar1 9.847 mg olarak hesaplanmistir. 0.5 pg konsantrasyonda ise 24. Saatte 11.460

mg olarak hesaplanan karbonhidrat degeri 48,72 ve 96. Saatlik periyotlarda dnemli

oOlglide azalarak sirasiyla 10.643 mg, 9.657 mg, 9.180 mg olarak hesaplanmistir.

4.7. Mezotrionun G. mellonella’ nin SOD Enzim Aktivitesine Etkileri

Cizelge 4.7. Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine etkileri

SOD (U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort+Std)
Kontrol 1.282+0.163a  1.356+0.057a 1.394+0.037a  1.468+0.020a
0.1 pg 1.782+0.172b  1.586+0.062b 1.630+£0.014ab 1.646+0.056ab
0.2 ug 1.348+0.011a  1.622+0.060bc  1.666+0.042ab 1.688+0.038abc
0.3 ug 1.356+0.022a  1.692+0.020bcd  1.626+0.077ab 1.848+0.032bcd
0.4 ug 1.552+0.014ab  1.742+0.018bcd  1.602+0.106ab 1.858+0.029bcd
0.5 ug 1.534+0.034ab  1.810+0.031bcde 1.780+0.030b  1.982+0.045cd
0.6 ug 1.816+£0.024b  1.854+0.041cde  1.720+0.030b  1.896+0.159bcd
0.7 pg 1.836+0.046b  1.916+£0.021def  1.882+0.087b  1.984+0.113cd
0.8 ug 1.846+0.019b  1.986+0.077ef 1.942+0.066b  2.012+0.028cd
0.9 ug 1.862+0.057b  2.092+0.030f 2.228+0.169c  1.998+0.062cd
1 g 2.130+0.042c  2.440%0.124g 2.478+0.048d  2.070+0.081d

*1a,b,c,d,e, f, gharfleri ortalamalar arasindaki farklar1 géstermektedir. Ayni siitundaki ayn1 harfi iceren
veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(OrtxStd): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Denenen farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G.mellonella‘® nin SOD enzim

aktivitesine etkileri gizelge 4.7. ‘de gosterilmistir. Deney periyodunun 24, 48, 72 ve 96.
saatlerinde mezotrion enjekte edilen G. mellonella larvalarmin SOD enzim
aktivitelerinde tim konsantrasyonlarda bir artis gozlenmekle birlikte, 24. saatte 0.1 pg,

0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg, 0.9 pg ve 1.0 pug konsantrasyonlarda, 48. saatte tim mezotrion
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konsantrasyonlarinda, 72. saatte 0.5 pg, 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pug, 0.9 pg, 1.0 ug
konsantrasyonlarinda ve 96. saatte 0.3 ug, 0.4 pug, 0.5 pug, 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg, 0.9 pg
ve 1.0 pg konsantrasyonlarinda SOD enzim aktivitesinin kontrol grubuna gore istatiksel

olarak onemli 6lglide arttig1 gozlenmektedir.

4.8. Mezotrionun gunlere goére G. mellonella’ mmm SOD Enzim Aktivitesine
Etkileri

Cizelge 4.8. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin SOD enzim
aktivitesine zamana bagh etkileri

SOD  (U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

(Ort+Std) (Ort£Std) (Ort+Std) (Ort£Std)
Kontrol 1.282+0.163x  1.356+0.057x  1.394+0.037x 1.468+0.020x
0.1 pg 1.782+0.172x  1.586%0.062x  1.630+0.014x 1.646+0.056x
0.2 ug 1.348+0.011x  1.622+0.060y  1.666+0.042y  1.688+0.038y
0.3 ng 1.356+£0.022x  1.692+0.020y  1.626%0.077y 1.848+0.032z
0.4 pg 1.552+0.014x  1.742+0.018xy 1.602+0.106x  1.858+0.029y
0.5 ug 1.534+0.034x  1.810+0.031y  1.780%0.030y 1.982+0.045z
0.6 ng 1.816+0.024x  1.854+0.041x  1.720%0.030x 1.896+0.159x
0.7 pg 1.836+£0.046x  1.916+0.021x  1.882+0.087x 1.984+0.113x
0.8 ug 1.846+£0.019x  1.986+0.077x  1.942+0.066x 2.012+0.028x
0.9 ug 1.862+0.057x  2.092+0.030x  2.228+0.169x 1.998+0.062x
1 g 2.130+0.042x  2.440+0.124y  2.478+0.048y  2.070+0.081x

*1 X, ¥, Z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi igeren veriler

arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort+Std): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin giinlere gére G.mellonella® nin SOD
enzim aktivitesine etkileri cizelge 4.8. ‘de gosterilmistir. Kontrol grubu ve 0.1 pg, 0.6
ug, 0.7 pg, 0.8 ng, 0.9 ug konsantrasyonlarda elde edilen veriler incelendiginde 24. saat
ile 48, 72 ve 96. saatler arasinda bir artig olmakla birlikte istatiksel olarak fark yoktur.
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0.4 pg konsantrasyonda 24. Saatte 1.552 U/mg pr olan SOD enzim aktivitesi 96. Saatte
onemli Olglide artarak 1.858 U/mg pr olarak hesaplanmistir. 0.5 pg konsantrasyonda 24.
saatte 1.534 U/mg pr olan SOD enzim aktivitesi 48,72 ve 96 saatte Onemli 6lctde
artarak sirastyla 1.810 U/mg pr, 1.780 U/mg pr, 1.982 U/mg pr olarak hesaplanmistir.
1.0 pg konsantrasyonda 24 ile 96. saat arasinda istatiksel olarak fark olmamakla birlikte,
24, saatte 2.130 U/mg pr olan SOD enzim aktivitesi 48 ve 72. Saatlerde 6nemli dlglde
artarak sirasiyla 2.440 U/mg pr ve 2.478 U/mg pr olarak hesaplanmistir. 0.2 pg ve 0.3
Hg konsantrasyonlarda SOD enzim aktivitesi 24. Saate gore 48, 72 ve 96. Saatlerde

onemli Ol¢lide artmistir.

4.9. Mezotrionun G. mellonella’ nin CAT Aktivitesine Etkileri

Mezotrionun farkli konsantrasyonlarinin ~ G.mellonella‘nin  CAT enzim
aktivitesine olan etkileri cizelge 4.9. ‘da gosterilmistir. Deney periyodunun 24, 48, 72
ve 96. saatlerinde tim konsantrasyonlarda G. mellonella larvalarinin CAT
aktivitelerinde kontrol grubuna gore bir artis gézlenmektedir. 24. saatte kontrol grubu
ile 0.5 pg konsantrasyon arasindaki tiim konsantrasyonlarda, 48. saatte kontrol grubu ve
0.1 pg konsantrasyon arasinda, 72. Saatte kontrol grubu ile 0.3 pg konsantrasyon
arasindaki tiim konsantrasyonlarda bir artis sz konusu olmakla beraber istatiksel olarak
fark yoktur. Ancak 24. saatte 0.6 pg, 0.7 pg, 0.8 pg, 0.9 ve 1.0 pug mezotrion
konsantrasyonlarinda, 48. saatte 0.2 pg, 0.3 pg, 0.4 pg, 0.5, 0.6 ng, 0.7 pug, 0.8 ug, 0.9
ve 1.0 pug mezotrion konsantrasyonlarinda, 72. saatte 0.4 ug, 0.5, 0.6 pug, 0.7 pg, 0.8
Mg, 0.9 ve 1.0 pg mezotrion konsantrasyonlarinda, 96. saatte tiim mezotrion

konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore 6nemli 6lgiide bir artis gozlenmektedir.

32



Cizelge 4.9. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’ nin CAT enzim
aktivitesine etkileri

CAT (U/mg protein)

Konsantrasy 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat

on (OrtStd) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 0.277+0.015a 0.278+0.013a  0.290+0.008a 0.277+0.011a
0.1 ug 0.299+0.005ab  0.305+0.004ab 0.310+0.010ab 0.321+0.010b
0.2 ug 0.305+0.004abc  0.317+0.006b  0.324+0.010abc  0.335+0.009b
0.3 ug 0.304+0.002abc  0.328+0.008bc 0.337+0.023abcd  0.350+0.010bc
0.4 ug 0.310+0.005abc  0.340+0.011bc 0.359+0.012bcde 0.361+0.018bcd
0.5 pg 0.310+0.004abc  0.345+0.006bc  0.362+0.012bcde 0.380+0.011cde
0.6 ug 0.318+0.016bc  0.345+0.012bc 0.375+0.011cdef 0.400+0.010def
0.7 ug 0.326+0.006bc  0.365+0.008c  0.390+0.006def  0.406+0.009def
0.8 g 0.339+0.006¢ 0.405£0.013d  0.399+0.022def  0.402+0.005def
0.9 ug 0.366+0.006d 0.419+0.014d  0.407+0.021ef 0.42240.012¢f
1ug 0.402+0.013e 0.431+0.013d  0.427+0.017f 0.434+0.020f

*1a, b, ¢, d, e, fharfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni stitundaki aym harfi iceren veriler
arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort£Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata

4.10. Mezotrionun gunlere gore G. mellonella’ nin CAT Aktivitesine Etkileri

Mezotrionun farkli konsantrasyonlarmin giinlere gére G.mellonella‘nin CAT
enzim aktivitesine etkileri cizelge 4.10. ‘da gosterilmistir. Kontrol grubunda ve 0.1 pg,
0.3 pg, 0.9 pg, 1.0 ng konsantrasyonlarda elde edilen veriler incelendiginde 24. saat ile
48,72 ve 96. saatler arasinda bir artis gézlenmekle beraber istatiksel olarak fark yoktur.
0.2 pg konsantrasyonda 24. saatte 0.305 U/mg pr olan CAT enzim aktivitesi 96. saatte
Onemli Olg¢lide artarak 0.335 U/mg pr olarak hesaplanmis olmakla beraber, 24. saat ile
48 ve 72. Saatler arasinda istatiksel olarak fark yoktur.0.4 pg konsantrasyonda 24.
Saatten 96. Saate kadar CAT enzim aktivitesinde artis gdzlenmis ancak 24 ile 48 saatler

arasinda ve 72 ile 96. saatler arasinda istatiksel olarak fark yoktur. 0.5 ug ve 0.7 pg
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konsantrasyonlarda 24. saatten itibaren 48, 72 ve 96. saatlerde CAT enzim aktivitesi
istatiksel olarak onemli 6l¢iide artmistir. 0.6 pg konsantrasyonda 24. saat ve 48. saat
arasinda istatiksel olarak fark olmamakla beraber, 72 ve 96. Saatlerde 24. Saate gore
onemli Olglide artis gézlenmistir. 0.8 pug konsantrasyonda 24. Saatte 0.339 U/mg pr olan
CAT enzim aktivitesi 48, 72 ve 96. saatlerde dnemli Olc¢lide artarak sirasiyla 0.405
U/mg pr, 0.399 U/mg pr ve 0.402 U/mg pr olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.10. Farkli mezotrion konsantrasyonlarmin G. mellonella’nin CAT enzim
aktivitesine zamana bagh etkileri

CAT (U/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std) (Ort+Std)
Kontrol 0.277+0.015x  0.278+0.013x ~ 0.290+0.008x  0.277+0.011x
0.1 pg 0.299+0.005x  0.305+0.004x  0.310+0.010x  0.321+0.010x
0.2 ug 0.305+0.004x  0.317+0.006xy 0.324+0.010xy 0.335+0.009y
0.3 ug 0.304+0.002x  0.328+0.008x  0.337+0.023x  0.350+0.010x
0.4 g 0.310+0.005x  0.340+0.011xy 0.359+0.012y  0.362+0.018y
0.5 ug 0.310+0.004x  0.345+0.006y  0.362+0.012yz 0.380+0.011z
0.6 g 0.318+0.016x  0.345+0.012xy 0.375+0.011yz 0.400+0.010z
0.7 ug 0.326+0.006x  0.365+0.008y  0.390+0.006z  0.406+0.009z
0.8 ug 0.339+0.006x  0.405+0.013y  0.399+0.022y  0.402+0.005y
0.9 ug 0.366+0.006x  0.419+0.014x  0.407+0.021x  0.422+0.012x
1pg 0.402+0.013x  0.431+0.013x  0.427+0.017x  0.434+0.020x

*: X, y, z harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi iceren veriler

arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(OrtStd): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata
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4.11. Mezotrionun G. mellonella’ min Lipit Peroksidasyon (MDA) Diizeyine

Etkileri

Cizelge 4.11. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin MDA diizeyine

etkileri

MDA (nmol/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort+Std) (Ort+Std) (OrtxStd) (Ort+Std)
Kontrol 21.50+0.280a 22.97+0.699a  23.76+0.478a  24.00+0.324a
0.1ug 22.37+1.051ab 23.51+0.768a  27.86+0.602b  26.57+0.939ab
0.2 ug 23.30£0.645ab  26.19+0.486b  28.58+0.312b  27.84+0.158bc
0.3 ug 25.34+0.577bc  26.42+0.331b  28.56+0.530b  29.88+0.565cd
0.4 ug 26.62+0.312cd  26.63+0.053b  29.97+0.815bc  30.13+1.005cd
0.5 ug 27.42+0.417cde 27.05+£0.232b  31.57+0.792c  31.17+0.743cd
0.6 pg 29.33+1.347de  29.27+0.497c¢  32.32+0.701c  32.42+0.841d
0.7 ug 29.83+1.220de  30.57+0.558c  32.45+1.307c  35.84%0.821le
0.8 ug 30.90+1.503e 30.81+0.711c  35.36%£0.792d  36.33%0.701e
0.9 ng 30.97+0.847¢e 34.47+0.760d  35.37+£0.719d  35.84+0.840e
1ug 35.83+0.737f  35.84+0.515d  38.61+0.537¢  38.79+1.200e

*:a, b, c, d, e, fharfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni siitundaki ayni harfi igeren

veriler arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(Ort+Std): Bes tekrarin ortalamasi+standart hata

Herbisit mezotrionun farkli konsantrasyonlarmin G.mellonella‘nin MDA
diizeylerine olan etkileri cizelge 4.11 ‘de gosterilmistir. Deney periyodunun 24. saatinde
kontrol grubu ile 0.1 pg ve 0.2 pg konsantrasyonlari arasinda, 48. ve 96. saatlerde ise
kontrol grubu ile 0.1 pg konsantrasyon arasinda bir artis olmakla beraber istatiksel
olarak fark yoktur. Ancak 24. saatte 0.3 pg, 0.4 pg, 0.5, 0.6 pg, 0.7 pug, 0.8 pg, 0.9, 1.0
K konsantrasyonlarda, 48 ve 96. saatlerde 0.1 pg konsantrasyon haricindeki tim

konsantrasyonlarda, 72. saatte tiim mezotrion konsantrasyonlarinda kontrol grubuna

gore onemli Ol¢iide artis gdzlenmektedir.
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4.12.

Duzeyine Etkileri

Cizelge 4.12. Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin MDA diizeyine

zamana bagh etkileri

Mezotrionun G. mellonella’ mn giinlere gore Lipit Peroksidasyon (MDA)

MDA (nmol/mg protein)

Konsantrasyon 24 Saat 48 Saat 72 Saat 96 Saat
(Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std) (Ort£Std)
Kontrol 21.50+0.280x  22.97+0.699y  23.76+£0.478y  24.00+0.324y
0.1 pg 22.37+1.051x  23.51+0.768x  27.86+0.602y  26.57+0.939y
0.2 ug 23.30+0.645x  26.19+0.486y  28.58+0.312y  27.84+0.158y
0.3 ng 25.34+0.577x  26.42+0.331x  28.56+0.530y  29.88+0.565y
0.4 g 26.62+0.312x  26.63+0.053x  29.97+0.815y  30.13+1.005y
0.5 pg 27.42+0.417x  27.05%£0.232x  31.57+0.792y  31.17+0.743y
0.6 png 29.33£1.347x  29.27£0.497x  32.32+0.701x  32.42+0.841x
0.7 ug 29.83+1.220x  30.57+0.558x  32.45+1.307x  35.84+0.821y
0.8 g 30.90£1.503x  30.81+0.711x  35.36+0.792y  36.33+0.701y
0.9 ug 30.97+0.847x  34.47+0.760y  35.37+0.719y  35.84+0.840y
1ug 35.83+0.737x  35.84+0.515x  38.61+0.537x  38.79+1.200x

*: X, y harfleri ortalamalar arasindaki farklar1 gostermektedir. Ayni satirdaki ayni harfi iceren veriler

arasinda istatistiksel ayirim yoktur (P>0.05)
(OrtxStd): Bes tekrarin ortalamasitstandart hata

Herbisit mezotrionun farkli konsantrasyonlarmin giinlere gére G.mellonella‘nin

MDA duzeyine etkileri cizelge 4.12. ‘de gosterilmistir. 0.6 pug ve 1.0 pug
konsantrasyonlarda elde edilen veriler incelendiginde 24. saat ile 48, 72 ve 96. Saatler
arasinda bir artis olmakla beraber istatiksel olarak fark yoktur. Kontrol grubunda ve 0.2
ug, 0.9 pg konsantrasyonlarda 24. Saate gore 48, 72 ve 96. saatlerde MDA duzeyi
istatiksel olarak onemli Ol¢iide artmistir. 0.1 pg, 0.3 pg, 0.4 ug, 0.5 pg, 0.8 pg
konsantrasyonlarda 24. saat ile 48. saat arasinda istatiksel olarak fark olmamakla
beraber, 72 ve 96. saatlerde 24. saate gore onemli Olgiide artis gozlenmektedir. 0.7 pg

konsantrasyonda 24. saatte 29.83 nmol/mg pr olan MDA dizeyi ile 48 ve 72.
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Saatlerdeki MDA diizeyleri arasinda istatiksel olarak fark olmamakla beraber, MDA

dizeyi 96. saatte 6nemli 6lciide artarak 38.79 nmol/mg pr olarak hesaplanmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Farkli mezotrion konsantrasyonlarinin  G.mellonella’nin  toplam protein,
karbonhidrat, lipit miktar1 ile MDA seviyesi ve katalaz, SOD enzim aktivitelerine olan
etkisinin incelendigi ¢aligmada bir¢ok parametre herbisit miktarina baglh olarak gelisen
stres karsisinda artma ve azalma egilimindedir.

Cevreye ekonomik ve saglik agisindan hasar veren zararli boceklerin ortadan
kaldirilmas1 ve tarimda kullanilabilecek protokollerin birgogu, giiniimiize kadar yapilan
calismalarindan elde edilen veriler sayesinde gelismektedir. Bu canlilarla savasta
dreticiler acisindan en etkin ve Oncelikli yontem kimyasal miicadeledir. Ancak
uygulanan kimyasal miicadelede sentetik kimyasallarin asir1 ve bilingsizce kullanimi
sonucu bozulan dogal dengeyi yeniden restore etmeye yoOnelik alternatiflerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bununla birlikte insektisitlerin bilingsizce kullaniminin
onune de gegilmelidir.

Boceklerin yasama ve lreme faaliyetlerini devam ettirebilmeleri i¢in diger
canlilar gibi belirli miktarlarda karbonhidrat, protein ve lipide ihtiyaglar1 vardir. Bu
gereksinim biiyiik oranda alinan besinlerden saglanmaktadir (Coskun ve Emre 2015).
Gerekli biyomolekiilller, larva evresinde depolanabilir veya erginler tarafindan onciil
molekiillerin digaridan alinmasiyla tiretilebilir.

Proteinler, bocek gelisimi ve blyumesi igin gerekli olan en 6nemli biyokimyasal
bilesenlerden biridir. Mojarab-Mahboubkar vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada Helicoverpa
armigera Hiibner larvalari i¢in protein, trigliserit ve glikozun aktivitesinde bir azalmaya
neden oldugunu gostermislerdir. Yaptigimiz c¢alismada bazi yiiksek herbisit
konsantrasyonlar1 tarafindan olusan protein, karbonhidrat ve lipit miktarmdaki azalma
durumu, G. mellonella larvalarinda da disaridan enerji ihtiyacini karsilayacak besin
almmi gergeklestiremedigi icin depo edilen glikojen ve protein bilesenlerini kullanma
gereksinimine yol agmis olabilir. Bu tilkenme, bir enerji talebinin ve metabolizmanin
artmasmna bagli da olabilir. Ayrica, protein bu boceklerin maruz kaldigi stres
kosullarindan kurtulmak icin enerji gereksinimini karsilamak tizere kullanilmis olabilir.
Bununla birlikte 6zellikle 24 saatlik verilerden elde edilen sonuglarda protein miktari
bakimindan kontrol ile arasinda ¢ok onemli farklar goriillmemistir. Bu durum herbisit
mezotrion stresinin azaltilmasi icin gelistirilmis fizyolojik bir adaptasyon mekanizmasi

olabilir. Benzer durum Altuntag 2015 tarafindan yapilan c¢alismada goriilmiis olup
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olusan bu durum ethephon protein katabolizmasini olumlu yonde etkiledigi seklinde
aciklanmistir.

Lipitler treme, hlicresel onarim ve deri degistirme icin Onemli bir enerji
kaynagidir. Birgok bocek tiiriinde iireme olgunluguna ulasma ve yumurta iiretimi i¢in
lipitlere gereksinim duyuldugu bilinmektedir (Vanderzant ve Richardson 1964).
Bocekler ihtiyag duyduklar1 bu besinleri dogrudan dogroya besinden alabildikleri gibi
viicutta depo edilmis protein ve karbonhidrat rezervlerinden sentezleyebilirler. Sunulan
calismada lipit miktarinin denenen konsantrasyonlarinda onemli sekilde diismesine
neden olmustur. Bu durum uygulanan oranlarin artmasina bagl olarak bocegi strese
sokarak bir an 6nce ergin evreye ulasmak icin lipit tiikketiminin artmasinin bir sonucu da
olabilir. Bununla birlikte azalan lipoprotein stoklarimi tamamlamak i¢in lipit rezervleri
kullanilirken mezotrion stresine maruz kalan larvalardaki olusan organ ve doku hasarlar1
lipit tarafindan onarilmaktadir ve buda diisiisiin diger bir nedeni olabilir.

Bdcekler yasam siiresi ve tireme performansina pozitif yonde etkide bulundugu
icin karbonhidrat yoninden zengin bilesenleri tercih etmektedir. Genel olarak bocekler
ana karbonhidrat kaynagi olarak glukoz, fruktoz ve siikrozu kullanirlarsa da bazi tiirlerin
trehaloz gibi karbonhidratlar1 da kullanabilme Ozellikleri besin kaynaginin 6nemini ve
cesitliligini ortaya koymasi1 bakimindan dikkat ¢ekicidir. (Baker ve Baker 1983, Sasaki
vd. 1990, Hendrix vd. 1992). Karbonhidrat miktarinda belirgin diisiislerin goriilmesi
boceklerin ilk olarak bu besin bilesenlerini kullanmaya basmasindan dolayi olabilir.

Canlilar sahip oldugu hiicreler ile ROT ’larin olusturdugu zararlara karsi
antioksidanlar1 kullanirlar. Bu antioksidanlarin birgogu DNA ve protein kayiplarini
diistirdiigii gibi lipit peroksidasyonunu da onlemektedir. (Felton ve Summers 1995,
Lyakhovich vd. 2006, Dubovskiy vd. 2008). Askorbat peroksidaz, SOD, katalaz,
peroksidaz, GST, askorbik asit ve vitamin E bdceklerdeki antioksidan savunma
sisteminin en 6nemli bilesenleridir (Felton ve Summers 1995). SOD organizmada
olusan siiperoksit radikali Oz 'nin H20, déniisiimiinii saglarken olusan H,0> katalaz ve
askorbat peroksidazlar sayesinde elimine edilir. Bununla birlikte, GST lipit
peroksidasyonuna sebep olan etkenleri ortadan kaldirirken ayni zamanda hiicrelerden
hidrojen peroksiti uzaklastirir (Barbehenn 2002, Dubovskiy vd. 2008). Sunulan
calismada lipitlerin peroksidasyonunun bir gdstergesi olarak MDA seviyesinin artmasi,

bocekte oksidatif stresin meydana geldigi seklinde yorumlanabilir. SOD ve Katalazin
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serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi i¢in aktivilerinde meydana gelen artisa ragmen
tim radikallerin ortadan kaldirilmasinda yetersiz kalmiglardir. Diger antioksidan
enzimler olan GST ve Askorbat peroksidazlar artan mezotrion karsisinda inhibe olmus
ve gorevini yerine getirmemis olabilir. Bu enzimlerin aktiviteleri 6l¢iilmediginden kesin
bir yargiya varamiyoruz. Ksenobiyotiklerin artismma bagl olarak SOD, GST ve
katalaz’in aktivitesinde diisiislerin oldugu ve bu durumunda oksidatif stres ajanlarmin
enzimleri inaktive etmesi sonucu ortaya ¢iktig1 bir¢ok arastirmaci tarafindan
vurgulanmistir. Bu durum bizim ¢alismamizda da ortaya ¢ikmis olabilir (Emre vd.
2013, Kayis vd. 2015).

Galleria  mellonella” nm SOD  aktivitesi, genel olarak denenen
konsantrasyonlarinda 6nemli 6l¢iide artmistir. Gozlenen bu aktivite artisi, oksidatif stres
sonucu artan superoksit radikallerinin ortamdan uzaklastirilabilmesi igin SOD
aktivitesinin arttigini agikca gostermesi agisindan dikkat ¢ekicidir.

Serbest radikal iiretiminin artmasi veya antioksidan savunma sistemlerinin
yetersiz kalmas1 durumunda oksidatif stres olusur ve bu da organizmada ¢esitli hasarlara
yol acar (Mercan 2004, Serafini ve Del Rio 2004).

Serbest radikal olusumunun ana kaynagi organizmaya giren ksenobiyotikler ve
bunlarin biyoaktivasyonu sonucu olusan iriinlerdir. Birgok maddenin serbest radikal
olusturarak oksidatif hasara neden oldugu bilinmektedir. Herbisitlerin neden oldugu
toksik etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda, serbest radikal olusumu Onemli rol oynar.
Herbisitlerin farkli bocek tiirlerinin SOD aktiviteleri lizerine etkileri bir¢cok arastirici
tarafindan ortaya konmustur. Bulunan sonuglar daha 6nce yapilan ¢alismalarla benzerlik
gostermektedir.

Farkli herbisit oranlari etkisinde birakilan G. mellonella larvalarmin katalaz
aktivitesi, genel olarak konsantrasyon artigina bagh olarak artmistir. Mezotrionun neden
oldugu oksidatif stres sonucunda artan hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilabilmesi
icin katalaz aktivitesi ile birlikte SOD aktivitesinin lineer bir artis1 s6z konusudur. Bu
durum bazi1 bocek tiirlerinde ortaya konmustur. Katalaz ve SOD aktivitesi oksidatif
strese bagli olarak genellikle birlikte artma veya azalma egilimi gosterirler. S6z konusu
durum yapilan calismada da goriilmektedir. Fakat bazi oksidatif stres ajanlari bu

durumun ortadan kalkmasina neden olabilmektedir.
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SOD ile CAT arasinda dengeli bir iligski vardir. Askorbat peroksidaz aktivitesine
bakilmadig1r i¢in kesin bir yargiya varilmamakla birlikte bu yonde c¢alismalarin
yapilmasi oksidatif strese bagli enzim aktivitelerinin agiklanmasima biiyiik katkida
bulunacaktir.

Reaktif atom ve molekiiller paylasilmamis elektronlarindan dolayr serbest
radikalleri meydana getirir. Serbest radikallerin hiicre zar ile etkilesmesi sonucunda,
hiicre zarinin yapisinda bulunan lipit ve proteinlerin hasara ugramasina bagl olarak seri
halde kimyasal reaksiyonlar meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucunda 6zellikle MDA
ve protein karbonil iiriinleri olustugu bilinmektedir. Bu iirlinlerin miktarindaki artis lipit
peroksidasyonunun ve protein oksidasyonunun énemli bir indikatoridir. Herbisit lipit
hidroperoksit miktarimi yiikseltmektedir. Ayrica bazi Kirleticilerin G. mellonella
larvalarinda oksidatif strese neden olduguna yonelik yayinlar bulunmaktadir.

Yiksek konsantrasyonlardaki oksidatif stres belirtecleri olan MDA ve protein
karbonil miktarlarindaki artig ile buna paralel olarak SOD enziminin aktivitesinin
artmast bocegin yasammi devam ettirebilmek i¢in gelistirdigi bir savunma
mekanizmasidir. Bu oksidatif stres parametrelerindeki ylikselme bodcegin yasama
oraninda azalma, gelisim siiresinde uzama, yumurta veriminde ve acilma oraninda
diismeye neden olabilir. Bu sonuglar herbisitlerin bocegin biyolojisi tizerindeki olumsuz
etkisinde oksidatif stresin 6nemli rol oynadigini agik¢a gdstermektedir.

Galleria mellonella ‘nim, sadece herbisitlerin etkilerinin ortaya ¢ikarildigi
calismalarda degil, agir metal, insektisit, bakteri, fungi ve sicaklik etkilerinin
arastirildig1 ¢calismalarda da model organizma olarak kullanimi artmustir. (Er vd. 2017;
James ve Xu 2012; Kryukov vd. 2016; Maguire vd. 2017; Tarhan vd. 2013; Tsai vd.
2016; Wu ve Liu 2012; Yang vd. 2017). Fizyoloji, biyokimya, toksikoloji basta olmak
iizere mikrobiyoloji, immiinoloji, molekiiler biyoloji ve genetik gibi bir¢ok bilim dalina
ait yapilan caligmalarda, iiretimi ile kullanimin kolay olmasi ve etik problemlerin
olmamasindan dolay1 biiyiik balmumu giivesi G.mellonella larvalarmin kullanimi giin
gectikce artmaktadir. Ozellikle tasidig1 antimikrobiyal peptitler agisindan ileride insan
saglhig1 agisindan da onemli bir gorev lstlenecektir. Bu anlamda 6zellikle kullanimda
olan mezotrion gibi molekdllerin etkilerinin detayl olarak ortaya ¢ikarilmasi gelecekte
yapilacak multidisipliner ¢alismalara 1s1k tutacaktir. Bu baglamda model organizma

G.mellonella tizerine yapilacak daha detayli ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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