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OZET

Bilim Uzmanhgi Tezi

SODYUM TETRABORATIN BUYUK BAL MUMU GUVESI GALLERIA
MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)’NIN YASAMA, GELiSiMi
VE BAZI ENZIMLERININ AKTIiVITESI UZERINE ETKIiSi

Yonca DURMUS

Zonguldak Karaelmas Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Tez Damismani: Doc. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
Ocak 2007, 75 sayfa.

Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. yapay besin ortaminda beslenerek sodyum
tetraboratin bocegin yasama, gelisimi, ergin Omiir uzunlugu ile 7. evre larvalarinin
hemolenf ve yag dokusunda malondialdehid (MDA) ve lizozim miktari, glutatyon S-
transferaz (GST), alanin aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve asetil
kolinesteraz (AChE) enzimlerinin aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Sodyum tetraboratin
0,3 g’1 7. evreye ulasan larva oranim1 % 17,5 £+ 2,9’a istatistiksel olarak onemli derecede
diigiirmiis, 7. evreye ulasma siiresini ise ortalama 5 giin geciktirmistir. Bu miktari iceren
besinden % 12,5 oraninda pup ve ergin elde edilmis ve bu evrelere ulasmak i¢in gerekli
siire ise ortalama 5 giin uzamistir. Kontrol besini ile yetistirilen erginlerin dmiir uzunlugu
ortalama 9,0 + 0,7 giin iken sodyum tetraboratin 0,2 g’imi iceren besin ile yetistirilen

erginler kontrole gore 4,2 giin daha uzun (13,2 + 1,9 giin) yasamistir. Denenen en yiiksek
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OZET (devam ediyor)

madde miktar1 erginlerin Omiir uzunlugunu Onemli derecede kisaltmistir. Sodyum
tetraboratin yiiksek konsantrasyonlart larvalarin hemolenf ve yag doku MDA miktarini
onemli derecede artirmistir. Sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlan (0,2 ve 0,3 g)
hemolenf GST aktivitesinde istatiksel olarak 6nemli bir azalmaya sebep olurken, sodyum
tetraboratin tiim konsantrasyonlar1 yag doku GST aktivitesini artirmistir. En yiiksek
sodyum tetraborat konsantrasyonu (0,3 g) yag doku GST aktivitesini yaklagik 12 kat
artirmistir. Besindeki sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlari, hemolenf ve yag
doku lizozim enzimi miktarim1 6nemli derecede diisiirmiistiir. Sodyum tetraboratin diisiik
konsantrasyonlart yag doku lizozim miktarim1 6nemli derecede artirmistir. Bu yiiksek
konsantrasyonlar hemolenf ALT, AST ve AChE aktivitesini 6nemli derecede azaltirken,
yag doku ALT, AST ve AChE aktivitesini onemli derecede artirmistir. Bu ¢alisma sodyum
tetraborat tarafindan olusturulan oksidatif stresin biiyiikk bal mumu giivesinde bazi
metabolik islevleri ve sinaptik iletimi olumsuz yonde etkiledigini, oksidatif strese karsi
bocegin cesitli biyokimyasal ve fizyolojik adaptasyon tepkileri verdigini gostermistir. Elde
edilen sonuglar sodyum tetraboratin bdcegin yasama, gelisme ve Omiir uzunlugu
tizerindeki olumsuz etkisinde oksidatif stresin Onemli bir faktor olabilecegini

desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, sodyum tetraborat, yasama, dmiir uzunlugu,

glutatyon S-transferaz, transaminazlar, asetilkolinesteraz

Bilim Kodu: 401.04.02
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

EFFECTS OF SODIUM TETRABORATE ON SURVIVAL, DEVELOPMENT, AND
ACTIVITIES OF SOME ENZYMES OF GREATER WAX MOTH, GALLERIA
MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Yonca DURMUS

Zonguldak Karaelmas University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Thesisi Advisor: Assoc. Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
January 2007, 75 pages.

The effects of sodium tetraborate on survival, development, adult longevity, and
hemolymph and fat body malondialdehyde (MDA) and lysozyme content, glutathione S-
transferase (GST), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST),
acetylcholinesterase (AChE) activities and in 7™ instar larvae (one-day old) of greater wax
moth Galleria mellonella L. were investigated by rearing the larvae on artificial diets. The
highest concentration of sodium tetraborate (0.3 g) significantly decreased the survival rate
of 7™ instars to 17.5 % 2.9 % and prolonged the time required to reach 7" instar by 5 days.
The diet containing this concentration produced 12.5 % of both pupae and adult yields and
also prolonged development by 5 days. When compared to adult longevity (9.0 + 0.7 days)
from control diets, adults reared with 0.2 g of sodium tetraborate survived by about 4.2
days longer (13.2 = 1.9 days). The highest concentration of sodium tetraborate resulted in

decreased adult longevity in comparison to control. High concentrations of sodium



ABSTRACT (continued)

tetraborate significantly increased MDA content in hemolymph and fat body of the 7
instar larvae. The highest concentration of sodium tetraborate (0.3 g) increased MDA
content from 0.008 £ 0.004 to 0.17 £ 0.015 nmol/mg protein. Sodium tetraborate at high
concentrations (0.2 and 0.3 g) caused a significant decrease in hemolymph GST activity
while all dietary concentrations of sodium tetraborate increased fat body GST activity. The
highest concentration of sodium tetraborate (0.3 g) significantly increased fat body GST
activity by 12-fold and raised to an activity of 1050 + 73.8 nmol/mg protein/min. Lysozym
content in hemolymph and fat body of 7™ instars was decreased by high concentrations of
sodium tetraborate. Sodium tetraborate at low concentrations resulted in significantly
increased fat body lysozyme content. These high concentrations resulted in significantly
decreased ALT, AST, AChE activities in hemolymph while they casued a significant
increase in activities of the enzymes of fat body of larvae. This study showed that sodium
tetraborate-induced oxidative stress caused the some metabolic and synaptic dysfunctions
in greater wax moth and alter its biochemical physiology as adaptive response to oxidative
stress. The results are consistent with the hypothesis that oxidative stress may be causative
factor in deterioratve effects of sodium tetraborate on survival, development and longevity

of the insect.

Key Words: Galleria mellonella, sodium tetraborate, survival, longevity, gluthatione S-

transferase, transaminases, acetylcholinesterase

Science Code: 401.04.02
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BOLUM 1

GIRiS

Tarimsal zarara sebep olan en Oonemli canli grubu boceklerdir. Lepidoptera takimina ait
tiirler bu grup icerisinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bocekler tarimsal iiriinlerin ¢esitlilik,
kalite, verim, depolama, pazarlama kalitesini diisiiriirken aynm1 zamanda cesitli hastaliklarin
tasinmasinda araci olduklarindan halk saghigi agisindan da tehdit olusturmaktadir. Uriin
verimini ve kalitesini artirmak icin bocekler ile miicadelede bir dizi kimyasal, biyolojik,
fiziksel ve diger bazi yontemler kullanilmaktadir (Charriere and Imdorf, 1997). Ucuz
olmasi, kisa siirede sonu¢ alinmasi ve kolay uygulanabilirligi sebebiyle cesitli
insektisitlerin kullanildigi kimyasal miicadele daha ¢ok tercih edilmektedir. Son
zamanlarda ozellikle organoklorlu ve organofosforlu insektisitler cevreye amacsiz, sinirsiz
ve kontrolsiiz olarak uygulanan toksik kimyasallardir. insektisit kullaniminin vazgecilmez
yararlarina karsin denetimsiz ve asirt miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan
diger canlilarda ©6nemli zararli etkilere ve Oliimlere neden olmakta, ekosistemlerin
bozulmasina, besin zincirlerinde aksamalara ve kirlenmelere yol agmaktadir. Insektisitler
biyolojik birikimle canlilarin viicutlarinda yogunlagabilir. Besin zincirinde hareket ederken
her asamada daha biiyiik bir orana ulasmaktadir. Etkili kimyasal insektisitlerin yaygin
olarak kullanilmasindan kisa siire sonra insanlar ve yabanil yasamda hedef olmayan
canlilara zararli etkileri ortaya konmaya baslanmistir. Insektisitlerin cevreye verdigi
zararlarin insan saglhig acisindan tehlikeli boyutlara varmasi iizerine pek cok iilke ve
kurulus soruna titizlikle egilirken, iilkemizde de son zamanlarda konuya 6nem verilmeye
baslanmistir. Insektisitler toksik ve oldiiriicii etkiye sahiptir, bu sebeple uygulamalarda
dogal yasam da goz ardi edilmemelidir. Zararli bocekler ile miicadele yapilirken secilen

insektisitin hedef olmayan canlilara zararh etkilerinin diisiik olmasina dikkat edilmelidir.

Hedef olmayan canlilar icin toksik olan bu kimyasal maddelere alternatif olarak ¢evre
dostu kimyasal maddelerin kullanildigr miicadele yontemleri gelistirebilmek igin bircok
zararll tiiriin laboratuvar sartlarinda yapay besin ortamlar ile kitle halinde iiretimleri

yapilmaktadir (Al-Izzi et al., 1987; Bernardi et al., 2000; Keena et al., 1995; Lopez et al.,
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1996). Lepidoptera takimina ait zararh tiirlerin yapay besinler ile kiiltiire alinmasi ekoloji
ve fizyolojilerinin yaninda bunlarin farkli evrelerindeki bazi metabolik olaylariin
molekiiler diizeyde incelenmesine de olanak saglar (Mandato et al., 1997; Pohlon and
Badwin 2001; Biiyiikgiizel et al., 2002; Tunaz et al., 2003). Boylece gelistirilen yeni
insektisitlerin arazi uygulamasindan once laboratuvar sartlarinda bocek iizerindeki etkileri

aragtirtlmig olur.

Galleria mellonella L. bu konudaki ¢alismalar icin oldukca iyi bir fizyolojik model
olusturmakla beraber laboratuvar sartalarinda kolayca kiiltiirii yapilabilmektedir. Pyralidae
familyasina ait diger tiirler ile birlikte G. mellonella larvalar1 ve puplar parazitoid
boceklerin  laboratuvar sartlarinda ¢ogaltilabilmesi i¢in  yalanci konak olarak
kullanilmaktadir (Wiedenmann et al.,, 1992; Bernardi et al, 2000; Gupta et al., 1996a;
1996b; Biiyiikgiizel, 2001). Giintimiizde baz1 parazitoid tiirlerin tarimsal alanlarda 6nemli
zararlara sebep olan lepidoptera takimina ait tiirlerin biyolojik miicadelesinde halen
kullanilmast (Chen and Welter, 2002) bu giivelerin laboratuvar sartlarinda yapay ortamda
yetistirilmesi calismalarinin énemini arttirmaktadir. Bu yiizden yiiksek ergin verimine ve
kisa hayat devrine sahip olmasi, dogal besin olarak koyu renkli kulucka bal petegi ve
cesitli yapay besinler iizerinde iyi gelismesi sebebiyle, mum giivesi G. mellonella konak-
parazitoid etkilesimi, biyolojik ve kimyasal miicadele ¢alismalar i¢in 6nemli bir deneysel
model olusturmaktadir (Jarosz, 1989). Bu bocegin larvalan an kovanindaki peteklere ve
diger iiriinlere zarar verdigi i¢in aricilik sektoriinde onemli ekonomik kayiplara yol

acmaktadir (Charriere and Imdorf, 1997).

Dogrudan sinir sistemine etkili olan malatyon gibi organofosforlu bilesiklerin, zararli
boceklerin kimyasal miicadelesinde kullamiminin artisi, ¢cevre ve hedef olmayan diger
canlilar agisindan 6nemli bir tehdit unsuru olusturmaktadir (Fenske et al., 2002; Bhavan-
Saravana and Geraldine, 2001; He et al., 2002). Diger taraftan, bu insektisitlere karsi
boceklerin direng gelistirdigi bilinmektedir. Bu amagla son ¢aligmalar hedef olmayan
yararli bocekler, insan ve diger canlilara karsi toksititesi diisiik ve dogrudan etkisi
bulunmayan bor bilesiklerinin alternatif kimyasal miicadele yontemlerinde kullanilmasi

tizerine yogunlagmustir.

Sodyum tetraborat elementel borun bir tiirevidir. Bor minerali oksijenle birlikte boraks

halinde bulunur. Onemli bilesikleri borik asit ve borakstir (sodyum tetraborat). Suda kolay
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eriyen bor tiirevleri kokusuz, ucucu olmayan, beyaz kristal graniiller veya toz halindedir ve
uzun siireden beri hamambdcegi basta olmak iizere kapali alanlardaki boceklerin
miicadelesinde kullanilmaktadir (Ebeling, 1995). Bocegin metabolizmasi iizerinde bir mide
zehiri gibi etkisini gosteren borik asit ve tiirevleri son zamanlarda inorganik insektisit
olarak farkli sulu ¢ozeltiler seklinde kullanimdaki yerini almaya baglamistir. Bu madde 6n
bagirsaga (foregut) ve orta bagirsaga (midgut) zarar verdiginden besin alinmasini ve alinan

besinin sindirilmesini 6nleyerek bocegin 6liimiine sebep olmaktadir (Cochran, 1995).

Borik asit ve sodyum tetraboratin zararlilarla miicadelede kullanilmasinin diger nedeni
kisirlastirict etkisinden dolay1 bocegin ¢ogalmasimi Onlemesidir (Zhou and le Patourel,
1990). Borik asit ve sodyum tetraborat kalsiyum, magnezyum, bakir ve fosfor gibi besinsel
elementlerin metabolizmasin1 etkiler. Borik asit karbohidratlar (monosakkarit ve
polisakkaritler), niikleotidler (adenozin monofosfat, NAD) ve vitaminler (askorbik asit,
pridoksin ve riboflavin) ile kompleks olusturarak bu besinsel molekiillerden yeterli

derecede yararlanilmasini onler (Xue and Barnard, 2003).

Borik asit zararli boceklerle miicadelede oldiiriicii (biyosidal) ve uzaklastiric1 (repellant),
tropikal meyvelerde fungisit olarak uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Borik asit ve
farkl: tiirevlerini iceren insektisitlerin cogu Perma-Dust PT240 (Borik asit), Dragon (% 99
ortofosforik asit ve % 1 borik asit), Timbor veya Bora care (Sodyum borat, disodium
oktaborat tetrahidrat) gibi bircok ticari isimlerle satisa sunulmus olup emulsifiye edilebilir,
sulandirilabilir ve ¢6ziinebilir toz seklinde ya da mikrokapsiillenmis halde kullanima hazir
olarak temin edilebilir. Zararlilarin miicadelesi ile ilgilenen uzmanlar bu insektisitleri
agaclan enfekte eden bazi kin kanath bocekler ile termitlerin kontrol edilmesinde yaygin
olarak kullanmaktadir. Sodyum tetraboratin zararli bocekler ile miicadelede
kullanilmasinin 6nemi memelilere karsi oldukga diisiik bir toksiteye sahip olmasindan ileri
gelmektedir (Weir and Fisher, 1972). Bu 06zelligi sayesinde sodyum tetraboratin
Amerika’da Cevre Koruma Ajansi tarafindan pestisid formiilasyonlarinda aktif madde
olarak kullanilmasi kararlagtirllmistir (Borax Europe Limited Guildford, UK). Bazi zararl
boceklerin miicadelesinde hedef olmayan diger canlilara kars1 diisiik toksisiteye sahip,
ucucu olmayan inorganik insektisit borik asit ve tiirevleri sodyum tetraborat (boraks),
disodyum oktaborat tetrahidratin seker cozeltileri ile olusturuldugu karisimlar
kullanilmistir. Sodyum tetraboratin % 0,1’°lik konsantrasyonu tropik meyvelere zarar veren

Anastrepha suspensa (Loew) nin 6liim oranimi artirmis ve tiremesini yavaslatmistir (Yang
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et al., 2000). Ayn1 maddenin % 0,5’lik ¢6zeltisi yumurta iiretimi ve ag¢ilimini azaltmistir.
Sodyum tetraborata uzun siireli maruz kalan A. suspensa erginlerinin yumurta iiretimi ve
bu yumurtalarin acilma orani diigsmiistiir. Benzer sonuglar bir bocek biiylime diizenleyicisi
kiromazin (cyromazine) uygulanan diptera takimina ait ¢esitli meyve zararlhilan Ceratitis
capitata (Wiedemann), A. obliqgua (Macquart), A. serpentina (Wiedemann) ve A. ludens
(Loew) ile elde edilmistir (Budia and Vinuela, 1996; Diaz et al., 1996). Laboratuvar
sartlarinda yapilan ¢alismalar borik asitin % 1’lik ¢6zeltisinin % 10’luk siikroz ¢ozeltisi ile
karisiminin bir sivrisinek tiirli, Aedes albopictus (Skuse) populasyonunu % 98 oraninda
azaltigin1 ortaya cikarmistir (Xue and Barnard, 2003). Tiirkiyede zararhlarla yapilan
miicadele calismalarinda halk arasinda geleneksel olarak kullanilan borik asit ve
tiirevlerinin inorganik insektisit olarak ticari formiilasyonlar1 tarim ve hasere ilaclari iireten
firmalarda bulunmamakta olup profesyonel anlamda kullanilmamaktadir. Benzer bir
calisma Alman hamam bdcegi Blatella germanica L. tizerinde yiliksek konsantrasyonlarda
(0,1- 0,5 M) siikroz cozeltisi ile hazirlanmig % 1 ve 2’lik borik asit ¢ozeltisi kullanilarak
yapilmistir. Yiiksek seker konsantrasyonunda borik asit besin almay1 onleyici etki yaparak
bocek iizerinde etkili olmustur. Borik asitin % 1’lik c¢ozeltisi 0,5 M siikroz ile
karistinlldiginda ise B. germanica populasyonunu 6nemli derecede diistirmiistiir (Gore and
Schal, 2004; Gore et al., 2004). Sodyum tetraborat ve diger bor bilesiklerinin bir termit
tiirli Coptotermes formosanus (Shiraki) (Grace, 1991), B. germanica (Bare, 1945; Cochran,
1995), bir karinca tiirii Solenopsis invicta (Buren) (Klotz et al., 1997), karasinek Musca
domestica L. (Hogsette and Koehler, 1992; Mullens and Rodriguez, 1992), larvalar sicak
kanl hayvanlarin dokularinda parazit olarak yasayan Cochliomyia hominivorax (Coquere)
(Settepani et al., 1969) ve M. autumnalis (De Geer) (Lang and Treece, 1972) gibi
boceklerin farkli gelisim evrelerinde Oldiiriicii ve erginlerde ise kisirlastiric1 etkiye sahip
oldugu bilinmektedir. Settepani et al. (1969) C. hominivorax erkek ve disi bireylerin 5 giin
sireyle % 1 oraninda sodyum tetraborat iceren besin ile beslenilmesinin erginlerin %
87’sini oldiirdiiginii ve disilerin yumurta iiretimini tamamen Onledigini gostermistir.
Borkovec et al., (1969) % 1’lik sodyum tetraborat ile beslenen yeni erginlesen karasinek
M. domestica’nmin yumurta agilimini ve agilan larvalarin pup olma oranini 6nemli derecede
etkilemedigini goOstermistir. Ancak, sodyum tetraborat konsantrasyonu % 2,5 ve S’e
cikarildiginda yumurtalarin agilmasi tamamen Onlenmistir. Nigg and Simpson (1997)
sodyum tetraborat ile beslenen A. suspensa erginlerinde yumurta tretiminin 7 giin
gecikdigini gostermistir. Bu calismalarda bor tiirevi maddelerin bécegin yasama, gelisme

ve {liremesi iizerine gosterdigi etkilerin mekanizmasi tam olarak belirlenememistir. Ancak,
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en azindan borik asitin boceklerde kiitikiil tabakasinin su kaybini onleyici 6zelligini
azaltmas1 (Ebeling, 1975) ile 6n bagirsak (Cochran, 1995) ve orta bagirsak (Habes et al.,
2006) epitelinin yapisin1 bozmak suretiyle besin maddelerinin emilimini 6nleyerek 6liime
sebebiyet verdigi yoniinde bilgiler bulunmaktadir. Habes et al. (2006) B. germenica
erginlerinin orta bagirsak epitel dokusundaki yapisal bozulmaya borik asit tarafindan
olusturulan oksidatif hasarin sebep oldugunu 6ne sitirmiistiir. Ayn1 zamanda bu arastiricilar
borik asit ile beslenen bocegin orta bagirsak dokusunda oksidatif strese bagli olarak
glutatyon S-transferaz (GST) aktivitesinin onemli derecede yiikseldigini, asetilkolinesteraz

(AChE) aktivitesinin azaldigini ve 6liim oraniin arttigini gostermistir.

Baz1 ¢aligmalarda cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birka¢ bocek tiiriiniin Smiir
uzunlugundaki artisin, lipid peroksidasyonu seviyesinin diismesi (Setsini et al., 1991) ve
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyona bagiml
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesi (Sohal et al., 1995; Bains et al., 1998;
Sun et al., 2002) ile iliskili oldugu vurgulanmistir. Uzun siire fenitrotiyona maruz birakilan
lepidoptera takimina ait Spodoptera exigua (Hiibner) nin erginlerinde artan SOD aktivitesi
ile birlikte yasama oraninin ve Omiir uzunlugunun arttigr gézlenmistir (Adamski et al.,
2003). Biiyiikgiizel et al. (2006) organofosforlu insektisitlerin 6ldiiriicii olmayan dozlarina
kars1 bir adaptasyon tepkisi olarak Pimpla turionellae L. erginlerinde SOD aktivitesinin ve
Omiir uzunlugunun arttigim gostermistir. Kimyasal miicadelede kullanilan yeni
insektisitlerin bocekler tizerindeki etkilerinin tespit edilmesinde yasama, gelisme, Omiir
uzunlugu, yumurta verimi gibi biyolojik etkinlik parametrelerinin yaninda biyokimyasal ve

fizyolojik tepki mekanizmalarinin da iyi bilinmesi gerekmektedir.

Canlilarn insektisitlerin de dahil oldugu cesitli kimyasal maddeler ve bazi ¢evresel stres
faktorlerine maruz kalmalari, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusumuna ve dolayisiyla
metabolik olaylarin bozulmasina neden olur (Felton and Summers, 1995). ROT’lar, sahip
olduklart paylagilmamis elektronlarindan dolay1 oldukca reaktif atom veya molekiillerdir.
Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirevleri (ROT), siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil
radikali (HO"), nitrik oksit (NO'), peroksit radikali (ROO") gibi serbest radikaller ile radikal
olmayan hidrojen peroksit (H,O,) oksidatif stresin en dnemli nedenlerinden birisidir. Her
ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, omurgalilarda bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil ve makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmalar icin gerekli olsa da, serbest

radikallerin fazla iiretimi hiicre hasar1 ve 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Aerobik yagamin
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normal bir asamasi olan oksidatif reaksiyonlar sonucunda ortaya cikan ROT’lar DNA,
proteinler, karbonhidratlar ve lipidler gibi makromolekiiler hiicresel yapilara kovalent
baglanarak yapisal hasar meydana getirir. Bu reaktif tiirevler hiicre zariin doymamis yag
asitlerine (lipid peroksidasyonu) ve protein bilesimine (protein oksidasyonu) zarar
vermektedir (Halliwell, 1994; Heinle and Betz, 1994). Serbest radikaller zar ile
etkilestiginde zar ile fonksiyonel olarak etkilesim halinde olan enzimler, hormonlar ve

norotransmitterler olumsuz yonde etkilenmektedir.

Lipid peroksidasyonu, zarda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen
radikalleri tarafindan lipid peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve
pentan gibi cesitli tiriinlere yikilmasi reaksiyonudur (Felton and Summers, 1995). Lipid
hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan aldehidler ya hiicre
diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki alanlarindan diffuze olup hiicrenin
diger boliimlerine hasari yayarlar. U¢ veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag asitlerinin
(Linoleik, linolenik ve arasidonik asitler) peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asit ile
Olciilebilen malondialdehid (MDA)’in yaninda 4-hidroksi-2 nonenol (4-HNE) meydana
gelir (Bokov et al., 2004). MDA yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir indikatoriidiir ve
lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi uyum gosterir. MDA lipid peroksidasyonunun son
tiriinii olan bir aldehid (Sekil 1.1) olup oksidatif stresin derecesi ile orantili olarak miktar
artmaktadir (Suwalsky et al., 2001). Olusan MDA, hiicre zarlarindaki iyon alig-verisine
etki ederek zardaki bilesiklerin capraz baglanmasi, iyon gegirgenliginin ve enzim

aktivitesinin degismesi gibi olumsuz sonuglara neden olur.

Canlilarin tiimiinde antioksidan savunma sistemi, kimyasal maddelerin sebep oldugu
endojen (metabolik) veya eksojen (besinsel) kaynakli ROT’larin ortadan kaldirilmasindan
veya etkisiz hale getirilmesinden sorumludur (Halliwel and Gutteridge, 1999). Cevresel
stres faktorleri canli tiirlerinde biyolojik degisikliklere neden olabilir. Bu canlilar
detoksifikasyon kapasitesilerine bagli olarak bu faktorlerin zararli etkisinden korunma
yetenegine sahiptir (Vasseur and Leguille, 2004). Patofizyolojik durumlarda iiretilen
ROT’lar antioksidan sistem ile uzaklagtirilir. Hiicrelerde ROT larin yapmis oldugu hasari
onleyen enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri vardir. Enzimatik olmayan
savunma sistemlerinin baslica elemanlar1 glutatyon, vitamin E (o-tokoferol), vitamin C

(askorbik asit), melatonin, karoten ve diger maddelerdir (Hermes-Lima et al., 1998).
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Sekil 1.1 Lipid peroksidasyonu iiriini MDA’ nin olusumu.

Enzimatik savunma sistemi ise SOD, CAT, glutatyon peroksidaz (GPx) ti¢lii enzim sistemi
(Ahmad, 1995) ile glutatyon rediiktaz (GR), GST (Yu, 2004) ve son zamanlarda 6nemi
anlasilan askorbat peroksidaz (APOX) enzimleridir. SOD enzimi, siiperoksiti hidrojen
peroksite ve molekiiler oksijene parcalar. CAT ise olusan hidrojen peroksiti su ve
molekiiler oksijene donistiirtir. Bu enzimlerin gorevi hiicreleri siiperoksit serbest
radikallerinin zararl etkilerine karsi korumaktir (Parker et al., 2004). GPx omurgalilarda
oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin
indirgenmesini (rediiksiyon) katalizleyen, dort alt birimden olusan (tetramer) ve 4
selenyum atomu igeren sitozolik bir enzimdir (Manduzio et al., 2005). GPx aktivitesindeki
azalma, hidrojen peroksit diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre hasarina yol a¢gmaktadir
(Schaeffer and Stainer, 1978; Ursini et al., 1982). GR ise oksitlenmis glutatyonda (GSSG)
olusan disiilfid bagiin tekrar siilfidril yapisina indirgenerek daha sonraki konjugasyon

reaksiyonlart icin hiicreye indirgemis glutatyon (GSH) saglar.
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Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hiz1 bir denge
icerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandig1
siirece organizma serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda diisme bu dengenin bozulmasina neden olur.
‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku
hasarina yol agmaktadir (Sekil 1.2). Oksijenli solunum yapan biitiin organizmalarda
kullanilan oksijenin ¢ogu sitokrom oksidaz tarafindan mitokondride tam olarak
indirgenerek su molekiilii olusturuldugu halde hiicrelerde cesitli enzimatik ve enzimatik
olmayan reaksiyonlar sonucu ROT’lar olusmaktadir. Canlilar ayn1 zamanda dogrudan

besinler ile bu reaktif oksijen radikalleri ve diger serbest radikalleri almaktadirlar.

Serbest Radikal Serbest Radikal
Uretimi Uzaklastirilmast

Oksidatif
Stres

Proteinler Lipidler DNA
A 4

v

A\ 4
Hasarli Hasarli Hasarli
Proteinler Lipidler DNA

Sekil 1.2 Oksidatif stres ve hiicre hasari.




GST ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda 6énemli rol oynayan faz Il enzim sisteminin
onemli bir enzimidir (Sivori et al., 1997; Sheehan et al., 2000). Basta arasidonik asit ve
linolenik asitin (C18: A*'*") peroksidasyonu sonucu olagan hidroperoksidler olmak iizere
lipid peroksidlerine karsi selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi gostererek bir savunma
mekanizmasi olusturur. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici baglayic1 ve
tasiyic rolleri vardir. Katalitik olarak ilag, herbisit ve insektisit gibi yabanci maddeleri
glutatyon (GSH; ty-glutamil-sistenil-glisin)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak
onlarin elektrofilik bolgelerini noétralize ederler ve iirliniin daha fazla suda ¢oziiniir hale
gelmesini saglarlar (O'Brien and Tew, 1996). Olusan bu GSH konjugatlar1 boylece
organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. GSH’dan glutamat ve glisinin
koparilmasindan sonra sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asidlere
doniistiiriiliir. Ksenobiyotiklerin omurgalilardaki klasik atilim {iiriinleri olan bu merkaptiirik
asitler daha sonra safra ile atilirlar. Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofilik pek cok
bilesigi baglamalar ise bu enzimlerin hiicre i¢cinde sinirh ¢oziiniirliilige sahip molekiiller

icin depo ve tagima rolil iistlendigini gosterir.

Bu enzim ii¢ alt birimden olusan zara bagli mikrozomal enzim ve iki alt birimden olusan
dimerik sitoplazmik enzim olarak iki gruba ayrilir. Boceklerde sitoplazmik GST’lerin
bilyiik boliimii zeta, teta ve omega sinifina dahildir (Ranson et al., 2000). GST nin
boceklerin insektisitlere karsi direng gelistirmelerinde 6nemli bir rolii vardir (Syvanen et
al., 1996; Wei et al., 2001; Hamimy et al., 2004). GST’ler boceklerde insektisitlerden
korunmada rol alan detoksifikasyon enzimlerinin biiyiik bir ailesidir (Yu, 2004). Yiiksek
GST aktivitesi, insektisitlerin siddetli toksitesinin izlendigi cogu bocekte saptanmistir
(Punzo, 1993; Vontas et al., 2001). GST ve GSH, reaktif tiirlerin konjugasyonu ve lipid
peroksidasyon iiriinlerinin detoksifikasyonu ile oksidatif zararin 6nlenmesinde 6nemli bir
rol oynarlar (Singh et al., 2001). M. domestica’da organofosforlu insektisitlere direngli
mutantlarin yiiksek GST aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Zhou and Syvanen, 1997).
GST, boceklerde insektisitlerin (Yu, 1996) ve konak bitkilerden salinan allelokimyasallarin
(Yu, 1993; Wadleigh, 1988) metabolik detoksifikasyonunda, ROT’larin toksik etkilerinden
bocekleri korumada (Clark et al., 1985; Ahmad and Pardini, 1990; Parkes et al., 1993;
Zaman et al., 1994; Vontas et al., 2001), ayn1 zamanda prostaglandin ve bazi hormonlarin
biyosentezinde (Kanaoka et al., 2000) ve hiicre i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesinde
(Dulhunty et al., 2001) 6nemli role sahiptir. GSH, sahip oldugu siilthidril grubu ile

oksidatif hasar ve toksik maddelere kars1 hiicreleri koruyan bol miktarda tiyol ihtiva eden,
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diisiik molekiiler agirlikli bir maddedir. Boceklerde GPx’in selenyumdan bagimsiz tipi
bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda lepidopter boceklerin ¢cogunun hidrojen peroksiti
uzaklastirmak icin Onemli sayilabilecek derece GPx aktivitesine sahip olmadigini
belirtilmistir (Ahmad and Pardini, 1990). Son calismalar Trichoplusia ni (Hiibner),
Spodoptera eridania (Stoll), Papilio polyxenes (Fabricius) gibi lepidopter tiirlerde GPx
aktivitesinin diisiik de olsa bulundugunu gostermistir (Ahmad et al., 2005). Bu bdceklerde
disiik olan GPx aktivitesinin GST’nin peroksidaz aktivitesi tarafindan desteklenmekte
oldugu (Ahmad et al., 1989; Peri¢-Mataruga et al., 1997; Krishnan and Sehnal, 2006) ve
katalaz aktivitesinin de yiiksek oldugu bulunmustur. Katalaz enzimi sitoplazmada ve
peroksizomlarda bulunmakta olup H,O;’yi oksijen ve suya parcalamaktadir (Wang et al.,
2002). Boceklerin sahip olduklar1 GST lipid peroksitleri metabolize edebilir fakat H,O,’ ye
kars1 reaktif degildir (Ahmad et al., 1991; Ahmad, 1992; Kono and Shishido, 1992).
Boceklerde katalaz diisiik konsantrasyonlarda iken H,O,’ yi rediikte etmekte basarisizdir
(Ahmad et al.,, 1991; Felton and Duffey, 1991; Ahmad, 1992). Bu nedenle bocekler
peroksitleri giivenli bir diizeyde tutmak i¢in farkli mekanizmalara sahiptir. Askorbat
peroksidaz (APOX) boceklerde bulunan diger bir dogal antioksidan enzimdir. Helicoverpa
zea (Boddie) larvalarinda bu enzim askorbatin oksidasyonu ile eszamanl olarak H,O,’yi
enzimatik olmayan yollardan rediikte etmektedir (Mathews et al., 1997). Boceklerde
reaktif oksijen tiirevlerine karsi enzimatik antioksidan savunma sistemleri tiyoredoksin
rediiktaz (TrxR) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini de icermektedir. Tiyoredoksin ve
glutatyon peroksidaz (TPx ve GPx) substrat olarak glutatyonu kullanmir. Fonksiyonel bir
GR’den yoksun olan meyve sinegi Drosophila melanogaster (Meigen) glutatyonu

indirgeme olayinda tiyoredoksin sistemini kullanilir (Missirlis et al., 2003).

Bocekler antioksidan savunma sistemi disinda antibakteriyel proteinlerin rol oynadigi bir
humoral savunma sistemine sahiptir. Lizozimin bocek bagisiklik sistemindeki rolii tam
olarak bilinmemesine ragmen fagosite edilmeden once bakteri, virus ve parazitlerin hiicre
duvarmi parcalamasi yaninda spesifik olmayan bir humoral savunma molekiilii olarak
sentezi uyarilir (Jarosz and Spiewak, 1979). Lepidoptera takimina ait tiirlerden Bombyx
mori L., G. mellonella ve Spodoptera littoralis (Boisduval) ile yapilan calismalar bu ii¢
tiirden izole edilen lizozimlerin c-tipi (tavuk yumurta lizozimi) lizozimlere ait oldugunu
gostermistir (Jolles et al., 1979). Bazi ¢oziiniir maddelerin enjekte edildigi G. mellonella
larvalar1 ve puplarinda lizozim aktivitesi yliksek bulunmustur. Puplara gére bu maddelere

kars1 larvalarda daha fazla lizozim salgilanmistir. M. domestica’da lizozimin fizyolojik
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pH’da Micrococcus luteus (Schroeter)’a karsi aktivite gostermedigi kitine kars1 aktivite
gosterdigi goriilmiistiir. Bu enzim savunma amagh sentezlenen protein olmaktan cok
bocegin orta bagirsaginda bir sindirim enzimi gibi is gérmiistiir (Ito et al., 1995). Bu
ozellik bazi memeli hayvanlarin midesindeki sindirim islevinden sorumlu lizozim ile
benzerlik gostermistir (Fujita, 2004). Omurgalilarda da idrar ve serebrospinal sivi hari¢
olmak iizere, tiikiiriik, siit, ter, gozyas1 gibi salgilarda bulunan glikoprotein yapisinda olan
lizozim, mikroorganizmalarda bulunan peptidoglikan tabakasini ayristirarak bunlan tahrip
eder. Lizozim bilinen en genel antibakteriyel proteindir. Bakteri hiicre duvarimin
peptidoglikan tabakasinda bulunan N-asetilglukozamin (NAG) ve N-asetilmuramik asit
(NAM) arasindaki B-1,4-glikozidik bagin1 hidrolize eden bir enzimdir. Fizyokimyasal ve
molekiiler yapis1 goz oniine alindiginda lizozim alt1 gruba ayrilmaktadir. Omurgasizlarda
genel olarak i-tipi lizozimler bulunur. Lepidoptera, Ortoptera ve Diptera takimlarina ait
cesitli tiirlerde yaygin olmak iizere boceklerde c-tipi lizozimler (tavuk yumurta lizozimi)
bulunmaktadir (Hultmark, 1996). Boceklerin sindirim kanalinda besinle alinan bakterileri
sindirmede ve viicut bosluklarina giren patojenlere karsi savunma amagl olarak lizozimin
iki yonli rolii vardir. (Ursic bedoya et al., 2005) M. domestica, D. melanogaster gibi
tiirlerin sindirim sistemlerinde bulunan veya disaridan alinan bakterilerin sindirimi lizozim
tarafindan gergeklestirilmektedir (Daffre et al., 1994; Lemos and Terra, 1991; Regel et al.,
1998). Boceklerde lizozimin antimikrobiyal savunma ile iliskisi uzun yillardir
bilinmektedir (Malke, 1965; Mohrig and Messner, 1968). Lizozim epidermal kitin
tabakasinda dis ortamdan bulasabilecek mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 bocegi
korumaktadir (Lee and Brey, 1995). B. mori, H. virescens (Fabricius) ve M. sexta L. gibi
cok sayida Lepidoptera takimina ait tiirlerde lizozim {iretiminin temel kaynagi yag
dokusudur. Bal arist Apis mellifera L.’nin zehir salgisindaki litik aktivitenin lizozim ile

iliskili oldugu tespit edilmistir (Mohrig and Messner, 1968).

Oksidatif hasara kars1 organizmalar antioksidan enzimler ile kendilerini savunurlar. Eger
antioksidan savunma sistemi yetersiz kalirsa oksidatif hasarin artmas1 sonucunda hiicresel
yaslanma, kanser olusumu ve hiicre 6liimii goziikiir. Transaminaz enzimlerinin aktiviteleri
memelilerde organ fonksiyonlarini test etmek ve varsa fonksiyonel hasarlar1 saptamak icin
ozellikle yaygin olarak kullanilmaktadir (Rosenthal, 1997). Ancak bu testler son yillarda
ozellikle cevre biyolojisi ve c¢evresel Kkirleticilerin canlilara etkileri ile ilgilenen
arastirmacilar tarafindan da kullanilmaya baslanmistir. Genelde kimyasal maddeler ve

biyolojik ajanlar doku hasarlarina yol acarak hiicresel enzimlerin salinimina ve bunun
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sonucunda da serum enzim konsantrasyonlarinda artisa neden olurlar. Her iki enzim de
hasarli hiicrelerden hiicre zarindaki gecirgenligin artisina veya hiicre nekrozuna bagl
olarak salinim gosterir. Ilerleyen doku ve hiicre hasarinin en onemli biyobelirtegleri
aminotransferaz enzimlerinden alanin aminotransferaz (ALT) ve aspartat aminotransferaz
(AST) aktifligindeki degismedir (Sidlova et al., 2003). ALT ve AST enzimleri karbohidrat
ve aminoasit metabolizmasiyla ilgili olup bir molekiilden bir digerine amino gruplarini
aktararak hiicre icindeki kimyasal reaksiyonlar1 katalizlemektedirler (Zubay, 1993). Bazi
omurgali canlilarda da ALT, AST enzimleri c¢esitli kimyasal etkenlere karsi olusan doku
hasarinin 6nemli biyobelirtecleri olarak kullanilmaktadir (Blain, 1990, Oru¢ and Uner,
2000; Goze et al., 2001). Boceklerde enzimler ile ilgili yapilan calismalar ¢cogunlukla
insektisitlere karsi biyokimyasal tepki olarak antioksidan enzimlerin aktivitelerinin
degisimi iizerinedir (Miota et al., 1998). Cevre kirliligine kars1 boceklerde olusan tepkide
transaminaz enzimlerinin aktivitesi hakkinda cok az bilgi bulunmaktadir. Pretroidler ve
DDT gibi insektisitlere maruz kalan Culex fatigans (Wiedemann) tiirii sivrisinekte ALT ve
AST aktivitelerinde onemli degisim ortaya cikarilmistir (Verma and Rahman, 1984).
Tetrasiklin ile beslenen Philosamia ricini (Boisduval) larvalarinda AST miktar1 iki kat
artmistir (Eid et al., 1989). ALT, AST enzim aktiviteleri boceklerde organ fonksiyonlarini
test etmek ve varsa fonksiyonel hasarlart saptamak icin yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistur. Yag doku, boceklerde azot metabolizmasinin merkezi orgamdir ve
omurgalilardaki karacigerin islevine benzer bir isleve sahiptir. Yag dokudaki yapisal ve
islevsel degisimler organizmadaki metabolik olaylar1 etkilemektedir. Hiicre zarinin
gecirgenliginin degismesi veya hiicrelerin parcalanmasi sonucu yag dokudaki enzimlerin
hemolenfe salinmasi nedeni ile ALT, AST gibi hiicresel enzimlerin hemolenfteki

aktiviteleri artmaktadir.

Asetilkolinesteraz (AChE) enzimindeki kalitatif ve kantitatif degisimler boceklerin
insektisitlere karsi hassasiyetini etkiler. Organofosforlu insektisitlere maruz kalan D.
melanogaster’in merkezi sinir sisteminde fazla miktarda AChE sentezlendigi ve yabanil
tiirlere gore daha direncli oldugu tespit edilmistir. Bunun aksine daha diisiik seviyede
AChE iceren boceklerin ise insektisite kars1 daha duyarli oldugu bulunmustur (Villatte et
al., 2000). Merkezi sinir sisteminin disinda diger dokularda AChE enziminin asir
tiretilmesi de bocekleri insektisitlere kars1 korur. Boceklerde sitoplazmik AChE iiretilerek
hemolenfe gonderilir ve insektisite karsi direng saglanir. Diger taraftan AChE enzimindeki

yapisal degisimde insektisit direngliligini saglar (Fournier et al., 1993). Boceklerle
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miicadelede geleneksel bazi insektisitler yaygin kullanima sahiptir. Bunlarin en énemlileri
organoklorlu ve organofosforlu insektisitler ile pretroidler ve karbamat grubu
insektisitlerdir. Insektisitlerin kendilerine 6zgii etki mekanizmalar1 bulunmasina ragmen
basta organofosforlu insektisitler olmak iizere bircok insektisit sinir sistemini olumsuz
yonde etkilemektedir. Gelismis canlilarda sinir sistemi en duyarl sistemlerin basinda gelir.
Organofosforlu insektisitlerin en 6nemli 6zelligi, hedef enzim olan AChE enzimini inhibe
etmeleridir. Organofosforlu insektisitler AChE enziminin dogal substrati olan asetilkolini
taklit ederek enzimin aktif merkezine fosfat aracilifiyla baglanir. AChE boéceklerdeki
merkezi sinir sisteminin kolinerjik sinapslarinda norotransmitter madde olan asetilkolinin
hidrolizini katalizleyen ve sinir impluslarinin sonlanmasinda anahtar rolii oynayan bir
enzimdir (Wang et al., 2004). Asetilkolin, AChE enzimi tarafindan kolin ve asetik asite
dontigturiiliir.  Asetilkolin  hidroliz olmasina ragmen, insektisitler enzim-substrat
kompleksine bagli halde kalir. AChE enziminin aktivitesinin diisliriilmesi sinapslarda
asetilkolinin birikmesine sebep olarak merkezi sinir sisteminin siirekli uyarilmasi1 sonucu
6liim meydana gelir (Chen et al., 2001). Habes et al. (2006) borik asitin hamam bdceginde
AChE enzimini inhibe ettigini gostermesine ragmen, bor tiirevi inorganik insektisitlerin
AChE enzimine etkileri detayli bilinmemektedir. AChE enziminin bu insektisitlerin
toksitesine karst diren¢ saglamada etkili olup olmadigi ise agiklanmay1 bekleyen bir

konudur.

Simdiye kadar sodyum tetraboratin ve tiirevlerinin G. mellonella ve diger lepidopter
bocekler iizerindeki kalitatif ve kantitatif etkileri belirtilmemistir. Bu calismada yapay
besine ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki sodyum tetraboratin G. mellonella’nin
yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarinin ergin evreye kadar yasamasi, gelismesi, erginlerin
Omiir uzunluguna etkisi incelenmistir. Ayrica bu maddenin bocegin 7. evre larvalarinin
hemolenf ve yag dokusunda lipid peroksidasyonu seviyesini gosteren malondialdehid
(MDA) miktar1, antibakteriyel bir protein olan lizozim miktari, detoksifikasyon enzimi
GST, aminoasit ve karbohidrat metabolizmasinda rol oynayan AST, ALT ve sinaptik
iletimin normal igleyisinden sorumlu AChE enzimlerinin aktivitelerinde sebep oldugu
degisimler incelenmistir. Boylece sodyum tetraboratin bdcegin biyolojik etkinlik
parametreleri iizerindeki etki mekanizmasiin oksidatif stres ve doku hasar ile birlikte
sinaptik depresyonla iliskisinin biyokimyasal ve fizyolojik temelleri ortaya konmaya

calisilmustir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 BOCEK KULTURUNUN DEVAMI

Biiyilk bal mumu giivesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) kiiltiiriiniin
devami yumurtadan yeni c¢ikmis larvalarin yapay besinde aseptik olmayan sartlarda
yetistirilmesi ile sagland1 (Bronskill, 1961). Kiiltiir 30 + 2 °C ve % 65 £ 5 nisbi nemde ve

giin boyu devamli karanlikta yiiriitiildii.

G. mellonella larvalarin1 laboratuvar sartlarinda yetistirmek icin Bronskill (1961)
tarafindan gelistirilen yapay besin kullanildi. Hazirlanan besin bir litrelik cam kavanozlarin
(80 x 180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu. Bu kavanozlarin icine 10-15 adet disi
birakilarak tel kafesli kapak ile kapatildi. Bu sekilde erginlerin besin iizerine yumurta
birakmalar1 saglandi. Bu yumurtalardan cikan larvalardan yaklagik 25-30 giin sonra
gelisimlerini tamamlayan 7. evre larvalar pup olmalar i¢in diger bir kavanoza aktarildi.
Bu kavanozun igine, larvalarin pup olmalar i¢in kuru ortam saglamak iizere, katlanmig
pelur kagit parcalart birakildi (Campos et al., 1990). Puplardan yaklagik 7-8 giin sonra
ergin bireyler meydana geldi. Bu erginlerin biiyiik bir ¢ogunlugu bocek Kkiiltiiriiniin
devami, bazi erginler ise sodyum tetraborat ile ilgili beslenme calismalar1 icin gerekli

yumurtalarin elde edilmesinde kullanildi.

2.2 BESINLERIN HAZIRLANMASI

Bocek kiiltiirtiniin devami icin kullanilan besin sodyum tetraboratin bocek iizerindeki
etkisini incelemek amaciyla yiiriitilen beslenme deneylerinde kontrol besini olarak
kullanildi. Besin, 420 g kepek, 150 ml siizme bal, 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt,
Germany), 20 g ogiitiilmiis koyu renkli kulucka petegi ve 30 ml saf sudan olugmaktadir.
Besinin bilesenlerinden gerekli miktar1 genis bir kap igerisinde karistirildi ve 6nce mekanik

bir karistirici ile homojen bir karisim olusturuldu. Daha sonra el yardimi ile 6zenle ve uzun
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sire karigtirillarak gliserinin diger bilesenlerce emilmesi saglandi. Bu karisim sivi

bilesenlerin kat1 bilesenler tarafindan tam olarak emilebilmesi icin 24 saat bekletildi.

2.3 SODYUM TETRABORATIN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen sodyum tetraborat dekahidrat (boraks, Na,B407.10H,0) Eti Maden
Isletmeleri Genel Miidiirliigii'nden temin edildi. Sodyum tetraboratin beslenme
deneylerinde denenen konsantrasyonlart g/100 g besin olarak ifade edildi. Sodyum
tetraborat suda biiyiik oranda ¢6ziindiigii icin bu miktarlar besinin hazirlanmasi sirasinda
dogrudan besine ilave edildi. Calismanin baslangicinda kontrol besini (sodyum tetraborat
icermeyen) hari¢ sodyum tetraborat’in 0,005, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 g/100 g olmak iizere 5 farkl
konsantrasyonu denendi. Yapilan 6n denemeler sonucunda en yiiksek konsantrasyon olan
0,5 g’da larvalarin hicbiri yedinci evre ulasamadigindan bu calismada en yiiksek

konsantrasyon 0,3 g olarak belirlendi.

2.4 LARVALARIN ELDE EDIiLMESI

Beslenme deneylerinde kullanilacak larvalar, kapakli, bir plastik kabin (ORLAB, 30 ml,
L190030, 35 x 55 mm) i¢ yiizeyine G. mellonella disileri tarafindan birakilan yumurtalarin
acilmasi ile elde edildi. Bunun i¢in 2-3 disi birey, delikli kapaklar1 olan bu plastik kaplara
konuldu ve yumurta birakmak icin stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam kosullarinda
bekletildi. Birakilan yumurtalar yine aym1 ortam sartlarinda bekletilerek acilmalar
saglandi. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin kagmasini 6nlemek i¢in caydirici olarak kabin
kapagina yakin i¢ yiizeyine yaklasik 1 cm kadar genislikte gliserin siiriildii. Yumurtalarin
acilmas1 ile serbest kalan larvalar, yumusak uclu ve ucu gliserine batirilarak
nemlendirilmis fir¢a ile besinlere aktarildi. Bu sekilde larvalar tarafindan dogrudan besin
ile aliman sodyum tetraboratin ergin evreye kadar yasama, gelisime ve erginlerin Omiir

uzunluguna etkisi incelendi.

2.5 YASAMA, GELiSME VE OMUR UZUNLUGU

Sodyum tetraboratin G. mellonella’nin yasama ve gelisimi lizerine etkilerini incelemek i¢in
yapilan deneyler sirasinda besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu

yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine asilanmasi Icen et al., (2005)’nin yontemine gore
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yapildi. Besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi, bu yumurtalardan c¢ikan
larvalarin besine asilanmasi islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda yapildi. Kontrol
besini ve sodyum tetraboratin herbir konsantrasyonunu iceren besinlere baslangigta 20’ser
adet yumurtadan yeni ¢ikan larva asilandi. Larvalar besine birakildiktan sonra gelisimlerini
tamamlayan 7. evre olgun larvalari alinarak pup olmak iizere 15 ml’lik plastik o6rnek
kaplarina (ORLAB, L190015, 35 x 33 mm) her kapta bir larva olacak sekilde birakildi.
Larval olgunluga (yedinci evre) kadar gecen siire (larval gelisme) ve yasama orani (larval
yasama) belirlendi. Bu kaplarin icerisine larvalarin pup olmasi i¢in ortam saglamak iizere
katlanmis, ince pelur kagit birakildi. Larvalarin pup olma siireleri (pupal gelisme) ve pup
olma oran1 (pupal yasama) ile bu puplardan erginlesen bireylerin ergin olma siireleri (ergin

evreye gelisme) ve ergin olma orani (ergin evrede yasama) belirlendi.

Sodyum tetraboratin G. mellonella iizerindeki etkisinin arastirildigr deneylerin hepsinde
larvalarin asilandig1 besin kaplari ve olgun larvalarin pup olmalari i¢in hazirlanan kaplar
kisa bir giinlik inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlhikta tutuldu. Besinin
hazirlanmasi ve larvalarin agilanmasi hari¢ beslenme deneylerinin tiimii G. mellonella stok
kiiltiiriintin yetistirildigi sartlarda yiiriitiildii ve dorder defa tekrarlandi. Bir ¢ok lepidopter
tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella larvalarinin da besin ortamina
konulduktan sonra oliim oraninin yiiksek oldugu, olen larvalarin iglerinin bosalarak
kurudugu ve gozden kayboldugu igin besine asilanan her bir larvanin olgun evreye
ulagincaya kadar giinliik olarak takip edilmesi miimkiin olamamistir (Zalucki et al., 2002).
Bu yiizden farkli evrelerdeki yasama orani tespit edilirken deney siiresince yasayan larva

sayis1 olarak, besine baslangicta asilanan larvalarin sayisi1 dikkate alindu.

Sodyum tetraboratin ergin bireylerin yasama siiresine etkisini belirlemek i¢in yapay besin
ile beslenen larvalardan erginlesen bireyler kullanildi. Bu amagla yumurtadan yeni ¢ikmis
G. mellonella larvalarn sodyum tetraboratin farkli miktarlarini iceren yapay besin ile ergin
evreye kadar beslendi. Kontrol grubu olarak sodyum tetraborat icermeyen besinler
kullanildi. Her bir deney icin 10 adet ergin kullanild1 ve deneyler dort defa tekraralandi.
Erginlesen bireyler 30 mI’lik, genis agizli, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara (ORLAB,
L.190030, 35 x 55 mm) birer adet birakildi. Deney siiresince bu erginlere herhangi bir besin
verilmedi. Bu erginler 25 + 2 °C de birakildi. Erginler, her giin belirli saatte kontrol

edilerek yagsama siireleri belirlendi.
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2.6 ENZIiM EKSTRAKSIYONU VE AKTIiVITE TAYINi

2.6.1 Yag Doku ve Hemolenf izolasyonu

G. mellonella larvalar1 buz iizerinde 5 dakika bekletildikten sonra larvalarin yiizeyi %
95°lik etil alkol ile steril edildi. Stereo mikroskop altinda 7. evre larvalarindan yag doku
(fat body) bir pens yardimiyla izole edildi i¢inde homojenizasyon tamponu (% 1,15’lik
w/v KCL, 25 mM K,HPOy4, 5 mM EDTA, 2 mM PMSF, 2 mM DDT, pH: 7,0 ) bulunan bir
ependorf tiiptine konuldu. Fenol oksidaz aktifligini 6énlemek i¢in tiiplere birka¢ feniltiiire
kristali konuldu. Olgun larvalarin 6n bacaklarinin dip kismindan steril bir enjektor ignesi
ile delinmesi ile akitilan hemolenf ise birkag¢ feniltiiire kristali i¢eren bir ependorf tiipe

alind1.

Larvalardan alinan yag doku ve hemolenf ornekleri analiz yapilincaya kadar derin
dondurucuda (-86 0C) sakland1. Daha sonra drnekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatorde
(Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edildi. Enzim
inaktivasyonunun 6nlenmesi i¢cin homojenizasyon dahil tiim islevler buz ile saglanan soguk
ortamda yapildi. Homojenize edilen ornekler, +4 °C’de 16000 x g devirde sogutmali
santrifiijde 20 dakika santrifiij edildi. Cokiintii atilarak iist sivilar enzim aktivitesinin

Olctimiinde kullanildi.

2.6.2 Malondialdehid (MDA)

Jain and Levine (1995)’nin kullandig1 metod temel alinarak 532 nm’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son {iriinii malondialdehid (MDA)
miktar1 6l¢iildii. Hemolenf ve yag doku % 1,15°lik KCl ile ultrasonik homojenizator (10
sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile parcalandi. Homojenize
edilen orneklere pH 7,4 olan fosfat tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na,HPO,), 0.04 M
butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk triklorasetik asit (TCA) eklenerek, 2 saat
buzun icerisinde bekletildikten sonra 4 °C de, 2000 x g devirde 15 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerden alinan iist siviya 0.1 M EDTA ve % 1’lik TBA ilave edilerek kaynar su
banyosunda 45 dakika bekletildi, daha sonra spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis,
Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbanst okundu. MDA miktar1 1,56 x 10° M'em™ kat sayisl

kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.
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2.6.3 Glutatyon S-transferaz (GST)

Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi. GST nin biitiin izozimleri i¢in
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) yaygin bir substrattir. CDNB 340 nm’de yiikselen
absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST enzimi i¢in substrat olarak
kullanildi. Bu enzimin aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢cin 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50 mM
fosfat tamponu, 200 pl 20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant ilave edildi.
Enzimatik reaksiyon bu karistma 150 pl 25 mM CDNB eklenerek baslatildi ve 2 dakika
boyunca yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon
ile reaksiyona girerek tioether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340
nm’de (&340: 0,0096 uM.cm_l) slipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1
dakikada olusturulan tioether miktar1 olarak ol¢iildii ve enzimin spesifik aktivitesi nmol/mg

protein/dk olarak verildi.

2.6.4 Alanin Aminotransferaz (ALT), Aspartat Aminotransferaz (AST) ve
Asetilkolinesteraz (AChE)

Spektrofotometrede ALT (E.C.2.6.1.2, L-alanin 2-oksoglutarat aminotransferaz) i¢in 340
nm, AST (E.C.2.6.1.1, L-aspartat 2-oksoglutarat aminotransferaz) icin 405 nm, AChE
(E.C.3.1.1.7, Asetilkolin asetilhidrolaz) i¢in 405 nm dalga boylarinda absorbanslar
Olciilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. ALT ve AST enzim aktivitelerinin tayininde
Bioméreux teshis kitleri [ALT, Kit No: 63313; AST, Kit No: 63213, Bioméreux diagnostik
A.S., Marcy-I’Etoile, France], substrat olarak AST i¢in L- aspartat ve 2-oksoglutarat, ALT
icin de L-alanine ve 2-oksoglutarat kullanildi. AChE enzimi aktivitesi i¢in Sigma Chemical
Co. (St Louis, MO, USA, Kit No: 420) kitleri kullanildi. Bu ii¢ enzimin aktivitelerinin

belirlenmesinde otoanalizoér (Hitachi, P 800, Tokyo, Japonya) kullanilmistir.

Enzim tayinleri icin elde edilen siipernatantlardan enzimlerin spesifik aktifligini
hesaplamak icin ¢oziiniir toplam protein tayini yapildi. Bu amacgla 6rneklerin absorbansi
spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry (Lowry et al., 1951) metoduna gore dl¢iilerek
total protein miktar1 tespit edildi. Bu hesaplamay1 yapmak icin Oncelikle farkli
konsantrasyonlarda Bovin serum albumini ¢ézeltileri hazirland1 ve bir standart grafik

olusturuldu. Total protein miktarlar1 bu standart grafige gore hesaplandi.
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2.6.5 Lizozim

Lizozim miktar1 in vitro kosullarda agarozda radyal dagilim esasina gore tespit edilmistir
(Hyr$l and Marex, 1999). Bu ydntemde Micrococcus luteus (CCM 169) bakterisi
kullanildi. Micrococcus luteus bu enzime hassasiyeti en fazla olan mikroorganizmadir.
(Powning and Davidson, 1973). 18 x 8,5 cm ebatlarindaki petri kaplari igerisine bakteri ile
onceden karstirilmis ve kaynatilmis 20 ml agaroz c¢ozeltisi 2 mm kalinhginda dokiildii.
Agaroz soguyarak donduktan sonra iizerinde belirli ¢aplarda cukurluklar agildi. Her bir
delige 5 pl hemolenf ve yag doku o6rnekleri konuldu. Kontrol ¢ukurluklarina saf lizozim
(E.C.3.2.1.17, Sigma)’den farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart ¢ozeltiler konuldu.
Petriler 24 saat oda sicaklifinda bekletildi. Deney sonucunda hemolenf ve yag doku
orneklerindeki lizozim miktarina bagli olarak farkli biiyiikliiklerde zonlar olustu. Orneklere
ait zon caplar dl¢iilerek standartlara ait zon caplariyla karsilastirilarak 6rneklerde mevcut
lizozim igerigi mg/ml olarak ifade edildi. Lizozim tayininde yag dokunun
homojenizasyonundan elde edilen supernatant kullanildi ve enzim miktar1 mg lizozim/ ml

yag doku siipernatanti olarak verildi.

2.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Denenen sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini igeren besinlerin bocek iizerindeki
etkileri yasama (7. evreye ulasan larva orani, pup ve ergin olma orani), gelisim (7. evreye,
pup ve ergin evreye ulagmak icin gecen, giin olarak, ortalama siire), Omiir uzunlugu (ergin
bireylerin giin olarak yasama siiresi) ile birlikte 7. evre larvalarinin yag doku ve
hemolenfindeki MDA miktarlari, GST, ALT, AST ve AChE aktiviteleri ve lizozim
miktarindaki degisiklikler dikkate alinarak degerlendirildi. Bocegin gelisimi, Omiir
uzunlugu ile 7. evre larvalarinin MDA miktari, GST, ALT, AST ve AChE enzimlerinin
aktiviteleri ve lizozim miktari ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA), ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak icin “LSD Testi”
(SPSS, 1997), yasama ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde ise “y~ (Chi square) Testi”
(Snedecor and Cochran, 1989) kullanildi. Hemolenf ve yag doku MDA miktar ile enzim
aktiviteleri arsindaki iliskinin belirlenmesinde “Regresyon Analizi” (SPSS, 1997)

kullanildi. Sonuglar 0.05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 SODYUM TETRABORATIN G. MELLONELLA’NIN YASAMA, GELiSIMINE
ETKISI

Sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini iceren besinler ve bunlarin etkileri Cizelge

3.1°de verilmistir.

Sodyum tetraboratin, besinin 100 g’inda, 0,2 g ve bunun iizerindeki miktar1 bdcegin
yasama oranini onemli derecede diisiirmiis, gelismesini geciktirmistir. Sodyum tetraboratin
0,2 g’1 yalnizca yasama oranin1 6nemli derecede diisiiriirken gelisme siiresi iizerine dnemli
bir etkisi olmamistir. Bu maddenin denenen en yiiksek konsantrasyonu (0,3 g) ise bocegin
hem yasama oranimi hem de gelisme siiresini olumsuz yonde etkilemistir. Sodyum
tetraborat icermeyen kontrol besininde birinci evre larvalarimin % 62,5 + 15,51 7. evreye,
% 40,0 £ 15,8’ pup evresine ve % 32,5 = 11,9’u ise ergin evreye ulasmistir. Bu maddenin
disiik miktarlar1 (0,005 ve 0,1 g) 7. evreye ulasan larva oranini ve pup olma oranini
diisiirmesine ragmen istatistiksel olarak 6nemli bir etki ortaya ¢cikmamistir. Benzer sekilde,
bu konsantrasyonlar bocegin tiim evrelerine ulagsmak icin gerekli siireyi uzatmalarina
ragmen yapilan istatistiksel analizler gelismedeki bu gecikmenin anlamli olmadigim
gostermistir. Sodyum tetraboratin 0,1 g’1 ise ergin olma oraninda istatistiksel olarak 6nemli
olmayan bir artisa sebep olmustur. Bu maddenin 0,2 g’in1 iceren besin 7. evreye ulasan
larva oramimi yaklagik dortte bir oraninda onemli derecede diisiirmiis olup kontrol
besinindeki % 62,5 + 15,5 olan yasama oranimt % 17,5 + 6,4’e azaltmistir. Bu miktar ergin
olma oranini ii¢te bir oraninda diistirmiis olup bu besinden % 11,2 + 3,5 oraninda ergin
elde edilmistir. Sodyum tetraboratin 0,3 g’1 7. evreye ulasan larva oranim % 17,5 + 2,9’a
istatistiksel olarak 6nemli derecede diisiirmiis, 7. evreye ulagsma siiresini ise ortalama 5 giin
geciktirmistir. Bu miktar1 iceren besinlerden % 12,5 oraninda pup ve ergin elde edilmis ve

bu evrelere wulasmak i¢in gerekli siire ise ortalama 5 giin uzamstir.
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Cizelge 3.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yasama ve gelismesine etkisi

S. tetraborat 7.evreye ulasan  7.evreye ulagma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma
miktar1 larva orani (%) siiresi (giin) orani (%) stiresi (giin) orani (%) stiresi (giin)
(g/100 g besin) (Ort” + S.H) (Ort” + S.H) (Ort” + S.H)' Ort'+SH"  (Ort + SH'  (Ort +SH)
0,00% 62,5 +15,5a 22,0 +£2,90a 40,0 + 15,8a 27,3 +1,60a 32,5+11,9a 33,5 +1,80a
0,005 47,5 £17,0a 23,9 +1,10a 35,0+ 14,7a 29,3 +3,00a 31,2+10,3a 35,0 +3,40a

0,1 46,2 £ 17,5a,b 22,8 +1,00a 37,5+ 13,2a 28,1 £ 1,40a 36,2 + 14,9a 34,4 £ 2,00a

0,2 17,5 £ 6,4b 23,7 £ 3,6a 11,2 £7,50b 28,3 £2,30a 11,2 £3,5b 34,3 £2,90a

0,3 17,5 £2,9b 27,0 £2,3b 12,5 £2,50b 32,3+ 1,50b 12,5 £2,3b 37,8 £2,20b

* Dort tekrarin ortalamasi, her bir tekrar icin 20 larva kullanildi.

TAym stitunda ayni1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05

¥ Kontrol besini (Sodyum tetraborat icermeyen)
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3.2 SODYUM TETRABORATIN G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGUNA
ETKISi

Sodyum tetraboratin farkli konsantrasyonlarini iceren besinler ve bunlarin etkileri Sekil

3.2’de verilmistir.

Sodyum tetraboratin en diisiik miktar1 (0,005 g) G. mellonella erginlerinin 6miir uzunlugu
tizerinde istatiksel olarak onemli bir etki yapmamstir (P > 0,05). Bu maddenin 0,1 g1 ile
yetistirilen erginlerde 6miir uzunlugu arttig1 halde istatistiksel olarak 6nemli bir fark ortaya
cikmamistir. Kontrol besini ile yetistirilen erginlerin 6miir uzunlugu ortalama 9,0 + 0,7 giin
iken sodyum tetraboratin 0,2 g’in1 igeren besin ile yetistirilen erginler kontrole gore 4,2
giin daha uzun (13,2 + 1,9 giin) yasamis olup, istatistiksel olarak 6nemli bir fark ortaya
cikmigtir (P < 0,05). Sodyum tetraboratin denenen en yiiksek konsantrasyonu (0,3 g),
erginlerin Omiir uzunlugunu kontrole gore oOnemli derecede kisaltmistir. Sodyum
tetraboratin diisiik konsantrasyonlari ile karsilastirildiginda denen en yiiksek madde miktar1
erginlerin omiir uzunlugunu ©6nemli derecede kisaltmistir. Bu erginler kontrole gore
ortalama 2,1 giin daha az hayatta kalmiglardir. Denenen en yiiksek sodyum tetraborat

miktar1 ergin émiir uzunlugunu 0,2 g’a gore ortalama 6,3 giin azaltmistir.
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Ergin 6miir uzunlugu (giin)
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0 0,005 0,1 0,2 0,3
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Sekil 3.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella erginlerinin Omiir uzunluguna etkisi. Ayni
harfi iceren g¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli degildir (P >
0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa tekrar edilmistir.
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3.3 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELLA LARVALARININ HEMOLENF
VE YAG DOKU MALONDIALDEHID (MDA) MiKTARINA ETKISi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarinin hemolenf MDA

miktarina etkisi Sekil 3.3.1°de verilmistir.

Kontrol besini ile karsilastirildiginda sodyum tetraboratin diisiik konsantrasyonlarini iceren
besinler larvalarin hemolenf MDA miktarin1 dnemli derecede etkilememistir. Bu maddenin
0,1 g’1 kontrol larvalarindaki MDA miktarin1 0,001 £ 0,0008 nmol/mg protein’den 0,003 +
0,001 nmol/mg protein’e artirdig1 halde bu artis istatiksel olarak 6nemli degildir (P > 0,05).
Bu maddenin 0,2 g’1 MDA miktarim1 kontrole gore istatistiksel olarak (P < 0,05) 8 kat
artirmis olup 0,008 nmol/mg protein’e kadar yiikseltmistir. Sodyum tetraboratin besine
ilave edilen en yiiksek miktar1 olan 0,3 g’t MDA miktarmi 0,006 nmol/mg protein’e
istatistiksel olarak Oonemli derecede artirmistir. Bu artis sodyum tetraboratin 0,2 g’1 ile

karsilastirildiginda daha diisiik olup istatistiksel olarak énemli bir fark ortaya cikmamustir.

Malondialdehid miktan
(nmol/mg protein)

0 0,005 0,1 0,2 0,3

Sodyum tetraborat konsantrasyonlari

Sekil 3.3.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf MDA miktarina
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinlik) larvalarinin yag doku MDA

miktarina etkisi Sekil 3.3.2°de verilmistir.

Son evre larvalarinin yag doku MDA miktar1 besindeki artan sodyum tetraboratin
konsantrasyonu ile orantili olarak arttigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise kesin bir artisa
sebep oldugu goriilmiistiir. Sodyum tetraboratin diisiik konsantrasyonlarini igeren besinler
(0,005 ve 0,1 g) larvalarin yag doku MDA miktarim artirmis ancak kontrol besini ile
karsilastirildiginda anlamli bir artig ortaya ¢ikmamistir (P > 0,05). Bu maddenin 0,2 ve 0,3
g’1 kontrol larvalarindaki MDA miktarin1 0,008 = 0.004 nmol/mg protein’den sirasiyla
0,11 £ 0,016 ve 0,17 £ 0,015 nmol/mg protein’e istatistiksel olarak onemli derecede
artirmistir (P < 0,05). Sodyum tetraboratin en yiiksek miktart olan 0,3 g’1 yag doku MDA
miktarinda kontrole gore yaklagik 20 kat artisa neden olmustur. Sodyum tetraboratin 0,2

g’1inda ise yag doku MDA miktar1 yaklasik 14 kat artmistir.
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Sekil 3.3.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku MDA miktarina
etkisi. Ayn harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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3.4 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELLA LARVALARININ HEMOLENF
VE YAG DOKU GLUTATYON S-TRANSFERAZ (GST) ENZiM
AKTIVITESINE ETKISi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliikk) larvalarinin hemolenf GST

aktivitesine etkisi Sekil 3.4.1°de verilmistir.

Kontrol besini ile karsilastirildiginda, sodyum tetraboratin diisiik konsantrasyonlar1 (0,005
ve 0,1 g) hemolenf GST aktivitesinde azalmaya neden oldugu halde istatistiksel olarak
onemli bir fark ortaya c¢cikmamistir (P > 0,05). Ancak yiikksek sodyum tetraborat
konsantrasyonlart (0,2 ve 0,3 g) GST aktivitesinde istatiksel olarak 6nemli bir azalmaya
sebep olmustur (P < 0,05). Besine ilave edilen 0,2 g sodyum tetraborat, GST aktivitesini
icte bir oraninda azaltarak kontrol besinindeki 808,24 + 232,45 olan GST aktivitesini
268,53 + 85,79 nmol/mg protein/dk’ya diigiirmiistiir. Besindeki en yiiksek sodyum
tetraborat miktar1 (0,3 g) ise GST aktivitesinde yaklagik dortte bir oraninda istatiksel olarak

onemli bir azalmaya sebep olarak 203,36 + 79,48 nmol/mg protein/dk’ya diigiirmiistiir.
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Sekil 3.4.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf GST aktivitesine
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.

36



GST aktivitesi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarimin yag doku GST

aktivitesine etkisi Sekil 3.4.2°de verilmistir.

Kontrol besini ile karsilagtirildiginda, sodyum tetraboratin denenen tiim konsantrasyonlari
yag doku GST aktivitesini istatistiksel olarak onemli derecede artirmistir. Bu maddenin
diisiik konsantrasyonlart (0,005 ve 0,1 g) GST aktivisinde 2 kat artisa sebep olmustur.
Kontrol larvalarinda 83,12 + 17,6 nmol/mg protein/dk olan GST aktivitesi sodyum
tetraboratin 0,1 g’im iceren besindeki larvalarda 177,32 + 23,8 nmol/mg protein/dk’ya
ulagmistir. Sodyum tetraboratin 0,2 ve 0,3 g’1 yag dokudaki GST aktivitesini kontrol
besinine ve sodyum tetraboratin diisiik konsantrasyonlarina gore oldukca yiikseltmistir. Bu
maddenin 0,2 g’1 kontrol larvalarinda 83,12 + 17,6 nmol/mg protein/dk olan GST
aktivitesini yaklagik 9 kat artirarak 750 + 57,9 nmol/mg protein/dk’ya yiikseltmistir.
Besindeki en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonu (0,3 g) GST aktivitesini yaklagik
12 kat artirarak 1050 + 73,8 nmol/mg protein/dk’ya ulagtirmistir.

1200 - d
!

— 1000 -
4
K
c -
5 800
o
S 600 A
()}
£
3 400 -
£
£

200 A

O ] ] L)

0 0,005 0,1 0,2 0,3

Sodyum tetraborat konsantasyonlari
Sekil 3.4.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku GST aktivitesine
etkisi. Aynm harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl

degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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3.5 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELLA LARVALARININ HEMOLENF
VE YAG DOKU LiZOZiM ENZIiMIiNiN MiKTARINA ETKiSi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliikk) larvalarinin hemolenf lizozim

enziminin miktarina etkisi Sekil 3.5.1’de verilmistir.

Kontrol besini ile karsilagtinldiginda, sodyum tetraboratin denenen en diisiik
konsantrasyonu (0,005 g) hemolenf lizozim miktarinda istatistiksel bakimdan 6nemli
olmayan bir artisa neden olmustur (P > 0,05). Besindeki sodyum tetraboratin yiiksek
konsantrasyonlari, bu enzimin miktarin1 énemli derecede diisiirmiistiir (P < 0,05). Bu
maddenin 0,1 g’1 lizozim miktarin1 yaklagitk % 50 oraninda azaltarak 1,55 + 0,08
mg/ml’den 0,74 + 0,07 mg/ml’ye diislirmiistiir. Sodyum tetraboratin yiiksek miktarlari (0,2
ve 0,3 g) lizozim miktarini kontrol besinine gére énemli derecede azaltmis olup sirasiyla

1,07 £ 0,09 ve 1,04 £ 0,06 mg/ml’ye kadar diisiirmiistiir.
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Sekil 3.5.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf lizozim miktarina
etkisi. Aymi harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli

degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarinin yag doku lizozim

enziminin miktarina etkisi Sekil 3.5.2°de verilmistir.

Kontrol besini ile karsilastirildiginda, sodyum tetraboratin denenen en diisiik
konsantrasyonu (0,005 g) yag doku lizozim miktarinda istatistiksel bakimdan énemli bir
artisa (yaklasik 2 kat) neden olmustur (P < 0,05). Benzer sekilde, besindeki sodyum
tetraboratin 0,1 g’1 bu enzimin miktarin yaklagik ii¢ kat artirmistir. Buna karsilik sodyum
tetraboratin 0,2 g’1 sodyum tetraboratin 0,1 g’1 ile karsilastirnldiginda lizozim miktarini
onemli derecede diisiirmiistiir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda sodyum tetraboratin
diisiik konsantrasyonlart (0,005, 0,1 ve 0,2 g) lizozim miktarinda artisa sebep olurken
sodyum tetraboratin denenen en yiiksek konsantrasyonu lizozim miktarin1 nemli derecede
disiirmiistiir. Sodyum tetraboratin en yiiksek miktar1 kontrol larvalarinin yag dokudaki
lizozim miktarint (0,12 + 0,013 mg/ml) yirmide bir oraminda azaltarak 0,006 + 0,003

mg/ml’ye kadar diistirmiistiir.
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Sekil 3.5.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku lizozim miktarina
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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3.6 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELLA LARVALARININ
HEMOLENF VE YAG DOKU ALANIN AMiNOTRANSFERAZ (ALT) ENZIiM
AKTIVITESINE ETKIiSi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliikk) larvalarinin hemolenf ALT

aktivitesine etkisi Sekil 3.6.1°de verilmistir.

Kontrol besini ile kargilagtirildiginda, sodyum tetraboratin denenen tiim konsantrasyonlari
hemolenf ALT aktivitesinde istatistiksel olarak 6nemli azalmaya neden olmustur (P <
0,05). Artan sodyum tetraborat konsantrasyonu ile ters orantili olarak ALT aktivitesinde
diizenli azalma goriilmiistiir. Kontrol besini ile beslenen larvalarin 0,042 + 0,004 U/mg
protein olan ALT aktivitesi, 0,005 ve 0,1 g sodyum tetraborat konsantrasyonlari tarafindan
ortalama 0,032 + 0,003 degerine diisiiriilmiistiir. Enzim aktivitesi sodyum tetraboratin
yiiksek konsantrasyonlarinda (0,2 ve 0,3 g) daha fazla diiserek, en yiiksek sodyum
tetraborat miktarinda 0,007 + 0,002 U/mg proteine ulagmistir.

0,05 -
0,045 -
0,04 1
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 1
0,015
0,01 -
0,005

ALT aktivitesi (U/mg protein)

0 0,005 0,1 0,2 0,3

Sodyum tetraborat konsantrasyonlari

Sekil 3.6.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf ALT aktivitesine
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarinin yag doku ALT

aktivitesine etkisi Sekil 3.6.2’de verilmistir.

Sodyum tetraboratin denenen tiim konsantrasyonlar1 yag doku ALT aktivitesini kontrol
besinine gore istatistiksel olarak énemli derecede artirmistir (P < 0,05). Besine ilave edilen
sodyum tetraborat konsantrasyonu arttikca larvalarin yag doku ALT aktivitesi de dogru
orantil1 olarak artmistir. Kontrol besini ile beslenen larvalarin 0,015 £ 0,001 U/mg protein
olan ALT aktivitesi, 0,005 g sodyum tetraborat konsantrasyonu tarafindan ortalama 0,034
+ 0,003 degerine yiikseltilmistir. Enzim aktivitesi sodyum tetraboratin yiiksek
konsantrasyonlarinda (0,1, 0,2 ve 0,3 g) yaklasik 5 kat artis gOstermistir. Besine ilave
edilen sodyum tetraboratin 0.2 g’1 ALT aktivitesini 0,074 + 0,008 U/mg protein degerine

ulastirmistir.
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Sekil 3.6.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku ALT aktivitesine
etkisi. Ayn harfi iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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3.7 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELLA LARVALARININ HEMOLENF
VE YAG DOKU ASPARTAT AMINOTRANSFERAZ (AST) ENZIiM
AKTIVITESINE ETKISi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliikk) larvalarinin hemolenf AST

aktivitesine etkisi Sekil 3.7.1°de verilmistir.

Sodyum tetraboratin denenen diisiik konsantrasyonlarinda meydana gelen hemolenf AST
aktivitesindeki degisim uygulanan doz ile iliskili olarak ortaya ¢ikmamistir. Kontrol besini
ile karsilagtirildiginda bu maddenin 0,005 g’1 AST aktivitesini % 50 oraninda 6nemli
derecede (P < 0,05) diisiiriirken 0,1 g sodyum tetraborat miktar1 enzim aktivitesini tekrar
kontrol diizeyine getirmistir. Kontrol besini ile beslenen larvalarin 0,12 + 0,02 U/mg
protein olan AST aktivitesi 0,2 ve 0,3 g sodyum tetraborat konsantrasyonlar tarafindan

licte bir oraninda azaltilmistir.
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Sekil 3.7.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf AST aktivitesine
etkisi. Ayni harfi iceren cubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkli
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarimin yag doku AST

aktivitesine etkisi Sekil 3.7.2’de verilmistir.

Sodyum tetraboratin denenen en diisilk konsantrasyonu (0,005) kontrole gore yag doku
AST aktivitesinde artisa sebep oldugu halde aralarinda istatistiksel olarak onemli bir fark
ortaya ¢cikmamistir (P > 0,05). Sodyum tetraboratin 0,1 g’1 enzim aktivitesini kontrole gore
yaklagik 4 kat artirarak 0,052 £ 0,009 U/mg protein degerine ulastirmistir. Bu maddenin
besine ilave edilen yiiksek konsantrasyonlari da (0,2 ve 0,3 g) kontrole gore AST
aktivitesini Onemli derecede artirmistir. Ancak, bu yiiksek konsantrasyonlar sodyum

tetraboratin 0,1 g’1 ile karsilastirildiginda AST aktivitesini 6nemli derecede diigiirmiistiir.
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Sekil 3.7.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku AST aktivitesine
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl

degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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3.8 SODYUM TETRABORATIN G MELLONELILA LARVALARININ HEMOLENF
VE YAG DOKU ASETILKOLINESTERAZ (AChE) ENZIM AKTIiVITESINE
ETKISi

Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinliik) larvalarinin hemolenf AChE

aktivitesine etkisi Sekil 3.8.1°de verilmistir.

Sodyum tetraboratin besindeki artan konsantrasyonlar1 ile hemolenf AChE aktivitesinin
iligkili olarak azaldigi gozlenmistir. Kontrol besini ile karsilastirildiginda (0,194 + 0,02
U/mg protein) sodyum tetraboratin en diigiikk miktarini iceren besin AChE aktivitesini % 50
oraninda Onemli derecede disiirmiistir (P < 0,05). Bu enzimin aktifligi sodyum
tetraboratin 0,1 g’inda yaklasik sekizde bir oraninda azalarak 0,025 + 0,006 U/mg protein
degerine kadar diismiistiir. Sodyum tetraboratin yiiksek miktarlarindan 0,2 g, bu enzimin
aktivitesini onaltida bir oraninda, 0,3 g ise otuzikide bir oraninda azaltmistir. Yiiksek
sodyum tetraborat konsantrasyonlarinin (0,1, 0,2 ve 0,3 g) AChE aktivitesi {izerine olan

etkileri bakimindan aralarinda 6nemli bir fark ortaya ¢ikmamstir (P > 0,05).
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Sekil 3.8.1 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin hemolenf AChE aktivitesine
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl
degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Sodyum tetraboratin G. mellonella 7. evre (bir giinlikk) larvalarinin yag doku AChE

aktivitesine etkisi Sekil 3.8.2’de verilmistir.

Sodyum tetraboratin besine ilave edilen en diisiik konsantrasyonu (0,005) yag doku AChE
aktivitesini artirdign halde istatistiksel olarak anlamli bir artis ortaya ¢ikmamistir (P >
0,05). Sodyum tetraboratin besindeki yiiksek konsantrasyonlar1 ise AChE aktivitesini
onemli derecede artirmistir (P < 0,05). Sodyum tetraboratin 0,1 g’1 AChE aktivitesinde 5
kat artmaya sebep olarak 0,0006 + 0,003 U/mg protein degerinden 0,003 + 0,0004 U/mg
protein degerine ulastirmistir. Benzer sekilde sodyum tetraboratin diger yiiksek miktarlari
da kontrol besinine (0,0006 + 0,003 U/mg protein) gore AChE aktivitesini 6nemli derecede

artirarak 0,0027 U/mg protein degerine ulastirmistir.

0,004
<
5 0.0035 1
o
S 0,003 -
()]
€ 0,0025 A
2
7 0,002 -
o
= 0,0015 -
5
S 0,001 -
S
© 10,0005 -
0 .

0 0,005 0,1 0,2 0,3
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Sekil 3.8.2 Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinin yag doku AChE aktivitesine
etkisi. Aym harfi iceren ¢ubuklarin gosterdigi ortalamalar birbirinden farkl

degildir (P > 0,05). Deneyler her tekrarda yirmi larva kullanilarak dort defa
tekrar edilmistir.
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Yedinci evre larvalarinin yag doku MDA miktan ile GST aktivitesi arasinda istatistiksel
olarak 6nemli ve gii¢lii bir pozitif iliski bulunmustur (R* = 0,99 P < 0,05). Larvalarin yag
dokusunda artan sodyum tetraborat konsantrasyonuna karst MDA miktan artarken GST
aktivitesi de beraberinde artmistir. Larvalarin hemolenf MDA miktar1 ile GST aktivitesi
arasinda yiiksek oranda ters bir ilski olmasina ragmen bu iliski istatistiksel olarak anlamli
degildir. Diger bir anlamli ve negatif iligki ise larvalarin hemolenf MDA miktar ile ALT
aktivitesi arasinda ortaya ¢ikmistir (R*- 0,89 P < 0,05). Larvalarin hemolenf MDA miktar1

artarken ters orantili olarak ALT aktivitesi de diisiis gostermistir.
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BOLUM 4

TARTISMA

Lepidoptera takimina ait bir tiir olan biiyiikk bal mumu giivesi G. mellonella larvalarini
laboratuvarda ergin evreye kadar yetistirmek icin kullanilan yapay besine farkli
miktarlarda katilan bir bor tiirevi sodyum tetraboratin bocegin farkli evrelerindeki yasama,
gelisimine, ergin Omiir uzunluguna ve yedinci evre larvalarinin hemolenf ve yag
dokusunda lipid peroksidayonunun 6nemli bir iriinii malondialdehid olan (MDA),
antibakteriyel enzim lizozim miktari, glutatyon S-transferaz (GST), alanin aminotransferaz
(ALT), aspartat aminotransferaz (AST) ve asetilkolinesteraz (AChE) enzimlerinin
aktivitesine etkisi incelendi. Bu calismanin sonuglar1 sodyum tetraboratin G. mellonella
larvalariin yasam parametreleri ile ilgili biyolojik etkinligini olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. Sodyum tetraboratin, oksidatif stresin gostergesi olan MDA miktarinin
artisina karsi, onemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST ve doku hasarinin 6nemli
biyobelirtegleri ALT ve AST ile sinirsel iletimden sorumlu AChE enzimlerinin
aktivitesinde degisimlere sebep oldugu acikca goriilmiistiir. Bu sonuglar Galleria
mellonella L. larvalarinin yasamasi, gelismesi ve Omiir uzunlugu iizerindeki olumsuz

etkilerin sodyum tetraborat ile uyarilan oksidatif stresten kaynaklandigim gostermektedir.

Sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlart hem larval evrede hem de larva sonrasi
evrelerde bocegin yasama ve gelismesi iizerinde olumsuz etki yapmistir. Bu maddenin
denenen en yiiksek konsantrasyonu (0,3 g) bocegin hem yasama oraninit hem de gelisme
siiresini olumsuz yonde etkilemistir. Bu maddenin 0,2 g’in1 igeren besin 7. evreye ulagma
siiresini yaklagik dortte bir oraninda 6nemli derecede diisiirmiis olup kontrol besinindeki
% 62,5 £ 15,5 olan yasama oranim1 % 17,5 + 6,4’e diisiirmiistiir. Bu miktar ergin olma
oranimi iicte bir oraninda diisiirmiis ve bu besinden % 11,2 £ 3,5 oraninda ergin elde
edilmistir. Sodyum tetraboratin 0,3 g’1 7. evreye ulasan larva oranim % 17,5 + 2,9’a
istatistiksel olarak onemli derecede diisiirmiig, 7. evreye ulagma siiresini ise ortalama 5
giin geciktirmistir. Bu miktart iceren besinlerden % 12,5 oraninda pup ve ergin elde
edilmis ve bu evrelere ulasmak icin gerekli siire ise ortalama 5 giin uzamistir. Aynu tiiriin

farkli gelisim evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu
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bilinmektedir (Grenier et al., 1986). Bu yiizden denenen sodyum tetraboratin etkisinin bu

bocegin farkli gelisim evresine gore degismesi de beklenen bir sonugtur.

Zararli boceklerin miicadelesi amaciyla ¢esitli besinlere ilave edilen borik asit ve sodyum
tetraborat gibi bor tiirevi cesitli kimyasallarin yiiksek konsantrasyonlarda gelismeyi
geciktirdigi, Omiir uzunlugunu artirdigl, yumurta tiretimini ve a¢ilimini azalttigi, larval ve
pupal evrede 6liim oranim artirdigi gozlenmistir (Zurek et al., 2003; Xue and Barnard,
2003; Gore and Schal, 2004). Sodyum tetraboratin bocek iizerindeki olumsuz etkilerinin
mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber borik asit gibi bazi bor tiirevi kimyasallarin
molekiiler oksijene elektron transfer ederek siiperoksit radikallerinin olusumuna neden
oldugu belirtilmistir (Jolly, 1991). Diger taraftan borik asitin Alman hamam bdcegi
Blatella germenica L. erginlerinin orta bagirsak epitel dokusunda oksidatif hasara sebep
oldugu ve GST aktivitesini artirdig1 ortaya ¢ikarilmistir (Habes et al., 2006). Bu calismada
borik asitin bécegin besin almasini uyarmasi sonucu fazla miktarda kimyasal tiiketmesine
bagh olarak beslenme fizyolojisi ile ilgili yapisal ve islevsel degisikliklere sebep olmus
olabilecegi diisiiniilmektedir. Tropik meyve sinegi A. suspensa erginlerinin % 4’liik
sodyum tetraborat iceren besin ile beslenilmesi erginlerin 6liim oramini artirdigi gibi
yumurta verimini ve acilimimi Onemli derecede diisiirmiistiir (Yang et al., 2000). Bu
sonuclar ile uyumlu olarak sodyum tetraborat G. mellonella larvalarinin pup ve ergin olma
oranimi Onemli derecede diisiirmiis gelismeyi ise geciktirmistir. Besinle alinan sodyum
tetraboratin G. mellonella larvalan iizerindeki toksitesinin yiiksek olmasi larvalarin besin
alma oraninin ve bdylece sindirimin artmasi sonucu olabilir. Benzer bir mekanizma, gesitli
besin ortamlar ile uygulanan borik asit ve tiirevlerinin farkli bocekler tizerindeki olumsuz
etkisi ile ilgili olarak da ileri stiriilmiistiir (Appel et al., 2004; Cochran, 1995). Daha 6nce
bu konuda yapilan beslenme ¢alismalar1 yapay besinlere ilave edilen ve besinsel degeri
bulunmayan bir kimyasalin bocek iizerindeki etkisinin besin maddeleri ile etkilesimine
bagh olarak ortaya cikabilecegini belirtmistir. Bu calismalarda, fiziksel ve kimyasal
diizeyde ortaya cikan bu etkilesimlerin larvalari besin tiiketim oranim degistirebilecegi

ileri siiriilmiistiir (Biiyiikgiizel, 2001).

Baz1 caligmalarda cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birkag bocek tiiriiniin 6miir
uzunlugundaki artigin lipid peroksidasyonu diizeyinin diigmesi (Sestini et al., 1991) ve

antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinin
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yiikselmesi (Bains et al., 1998; Sun et al., 2002) ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Sodyum tetraboratin en yiiksek konsantrasyonunda G. mellonella larvalarinin hemolenf
MDA miktarinda artis gozlenirken, ergin 6miir uzunlugu ise énemli derecede azalmistir.
Antioksidan enzimler yiiksek oksidatif stres durumunda olusan reaktif molekiillere karsi
hassas olduklarindan (Pigeolet et al., 1990), sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonu
tarafindan iiretilen serbest radikaller GST enziminde yapisal degisime sebep olarak enzimi
inaktiflestirmis olabilir. Elde edilen sonuglar sodyum tetraboratin 0,2 g’inda yag doku GST
aktivitesi ile ergin Omiir uzunlugu arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermistir. Bu
konsantrasyonda GST aktivitesi ve ergin Omiir uzunlugunda artis goézlenmistir. D.
melanogaster’de glutatyona bagimli enzimlerin aktivitelerindeki artisin 6miir uzunlugunda
artisa neden oldugu ve oksidatif strese direncin arttig1 gézlenmistir (Sohal et al., 1995, Sun
et al.,, 2002). Bu c¢alismada sodyum tetraborat ile yetistirilen erginlerin antioksidan
enzimlerindeki degisimler incelenmemistir. Ancak, Biiyiikgiizel et al., (2006)
organofosforlu insektisitlerin oldiiriicii olmayan dozlarina kasi bir tepki olarak P.
turionellae erginlerinde SOD aktivitesinin ve Omiir uzunlugunun arttigini gostermistir.
Elde edilen sonuglar uzun yasama siiresinin sodyum tetraboratin oldiiriicii olmayan
dozlarinda ortaya c¢ikan oksidatif stresi Onlemek icin antioksidan enzim aktivitesinin
artisindan ileri gelebilecegini gostermektedir. Uzun siire fenitrotiyona maruz birakilan
lepidoptera takimina ait S. exigua’nin erginlerinde artan SOD aktivitesi ile birlikte yasama
oraninin ve Omir uzunlugunun arttigi gézlenmistir (Adamski et al., 2003). Oksidatif strese
karsi antioksidan enzimlerin sentezinin asiri artmasi durumunda, serbest radikaller, zarar
vermek {iizere hedef molekiillere saldirma firsati bulamayarak antioksidan enzimler ile
karsilasma ihtimalleri artabilir. Boylece oksidatif stresin olumsuz etkileri ortadan

kalktiginda bocegin 6miir uzunlugu artabilir.

Sodyum tetraboratin besindeki miktarinin artisi ile bocek {iizerindeki etkisi arasinda
orantil1 bir iliski ortaya cikmamistir. Ornegin sodyum tetraboratm 0,1 g’1 bocegin ergin
olma oranim istatistiksel olarak 6nemli olmayan derecede artirdigi halde bu artis en diisiik
miktar olan 0,005 g’da ortaya ¢ikmamistir. Bocegin Omiir uzunlugu, hemolenf ve yag
dokusundaki enzimlerin aktivitelerinde de benzer sonuclar gozlenmistir. Lepidoptera
takimina ait bir tiir olan Lymantria dispar L.’nin besinine ilave edilen fenolik bir
glikozitin bocegin gelisme siiresi ve bilyiime orami gibi baz1 biyolojik o6zellikleri ile

detoksifikasyon enzimleri tizerine etkisi bu glikozitin besindeki artan konsantrasyonlari ile
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uyumlu bir degisim gdstermemistir. Bu bocekteki GST ve esteraz enzimi besine ilave
edilen glikozitin diisiik miktarlarn ile artarken yiiksek miktarlari bu enzimlerin
aktivitelerini diistirmiistiir (Hemming and Lindroth, 2000). Benzer sonuglar sodyum
tetraboratin G. mellonella larvalarinin yasama, gelisimi ve 7. evre larvalarindaki enzim
aktivitelerine etkilerinde de elde edilmistir. Benzer bir sonu¢ holometabol boceklerden
diptera takimina ait bir tiir olan Agria affinis (Fallen) ve hymenoptera takimina ait P.
turionellae larvalarini beslemek i¢in kullanilan kimyasal yapis1 bilinen yapay besine ilave
edilen bazi antibiyotikler ile de elde edilmistir (Singh and House, 1970a; Biiyiikgiizel ve
Yazgan, 1996). Tam baskalasim geciren (holometabol) boceklerde besin maddelerinin
sindirimi genellikle alkali bir ortama sahip olan orta bagirsakta gerceklestirilmektedir
(Terra, 1990). Besinle alinan sodyum tetraborat miktarlarinin G. mellonella’nin orta
bagirsaginda ozmotik dengeyi ve ortamin reaksiyonunu (pH) etkilemesi sonucu farkli
oranlarda emilimi gerceklesebilir. Boylece denenen miktarlarin bocek iizerindeki etkisi de
farkli olabilir. Lepidoptera takimina ait bdceklerde besinsel maddelerin ve bitkisel
allelokimyasallarin sindirim kanalinda (6zellikle orta bagirsak) emilme oranlarinin
bunlarin bagirsaktaki miktarlara, ortamin ozmotik ve iyonik dengesine ve indirgenme-
yiikseltgenme potansiyeline bagli oldugu bilinmektedir (Krishnan and Kodrik, 2006).
Diger taraftan G. mellonella larvalarinin bagirsagindan emilerek dokulara yayilan sodyum
tetraboratin metabolizma {iriinlerinin olumsuz etkisi detoksifikasyon enzimleri tarafindan
devamli olarak ortadan kaldinilabilir. Diger bir ifade ile denenen bu maddenin diisiik
konsantrasyonlarda G. mellonella tizerindeki olumsuz etkilerinin diisiik olmasi bocegin
detoksifikasyon veya antioksidan enzimleri sayesinde bu zararh iiriinleri ortadan
kaldirmalar1 sonucu olabilir. Alman hamam bocegi B. germanica’da insektisitlere karsi
detoksifikasyon enzimi sitokrom P450 monooksijenaz miktarinda artis oldugunun tespit
edilmesi ile bu diisiince 6nem kazanmistir (Scharf et al., 1999). Liu and Chen (2000) bir
kitin sentezi inhibitorii olan buprofezinin noroptera takimina ait bir tiir Chrysoperla
rufilabris (Burmeister)’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az olmasini bocegin

giiclii antioksidan kapasitesine baglamistir.

Besine ilave edilen yiiksek miktarlardaki sodyum tetraboratin bocegin yasama ve gelisimi
tizerindeki olumsuz etkileri bu maddenin beslenme ortaminin besinsel kalitesini ve fiziksel
yapisin1 degistirmesinden ileri gelebilir. Singh and House (1970c) besine ilave edilen
antimikrobiyal maddelerin meydana getirdigi koku ve tat degisikliginin larvalarin besin

tilketimi oraninin degisiminde etkili oldugunu belirtmistir. Larval evrede alinan besin

50



maddelerinin kalitesi ve besinsel dengesi bir ¢ok bocegin lireme ve Omiir uzunlugu
izerinde etkilidir (Slansky and Scriber, 1985; Eischen and Dietz, 1987; Ridgway and
Mahr, 1990). Akdeniz meyve sine8i C. capitata 'min larval evrede aldig1 besinin ergin
olusumu, viicut biyiikliigii, eseysel olgunlugu, yumurta birakma davranisi ve yasama
siiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al., 2001). Delgarde and Rouland-Lefevre
(2002) bir insektisit olan tiyometoksam’in bazi termit tiirleri Trinervitermes trinervius
(Rambur) ve Odontotermes smeathmani (Fuller), Amitermes evuncifer (Silvestri)’e Kkarsi

besin almay1 6nleyici etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.

Besine cesitli amaclarla ilave edilen kimyasal maddelerin bocek iizerindeki etkilerinin
tespit edilmesi igin farkli evrelerdeki toplam viicut bilesenlerinin biyokimyasal
analizlerinin yapilmasi ve fizyolojik degisimlerin ortaya konulmasi 6énemli kriterlerdir
(Ferkovich et al., 1999; Wang et al., 2002; Zapata et al., 2005). Bu ¢alismada kullanilan
sodyum tetraboratin besine ilave edilen miktarlar1 genel olarak larvalarin hemolenf ve yag
doku lipid peroksidasyonu diizeyi ve enzim aktivitelerini etkilemistir. Ayni zamanda besin
kalitesinin diisiik olmas1 boceklerde bir¢ok fizyolojik ve davranigsal degisime sebep olur
(Slansky and Scriber, 1985). Cesitli toksinlere maruz kalarak besinsel degeri azalmis dogal
besin ile beslenen predatdr bir oriimcek tiirli Pardosa prativaga (L. Koch)’da GST
enziminin aktivitesi olduk¢a diisitk bulunmustur (Nielsen and Toft, 2002). Boceklerin
serbest radikallerden ve genel oksidatif stresten etkilendigi bilinmektedir (Timmermann et
al., 1999). Bocekleri besinsel kaynakli yetistirmek icin kullanilan yapay besinlerin besin
bilesenleri kendi aralarinda ve besine ilave edilen madde ile etkileserek reaktif oksijen
tirevlerinin (ROT) olugmasina sebep olurlar. Besinlerde olusan serbest radikaller
toksitenin artmasina bagli olarak larvalarin besin titketim oranini degistirmektedir (Cohen

and Crittenden, 2004).

Yag dokusunda GST aktivitesinin yiikselisi lipid peroksidasyonu sonucu artan MDA
miktarindan kaynaklanan oksidatif stresten ileri gelebilir. Indirgenmis (rediikte) glutatyon
(GSH) miktarinin diismesi ile paralel olarak bu enzimin aktivitesi artmis olabilir. GSH bu
enzimin kofaktorii olup bazi organik ve inorganik peroksitlerin ve diger serbest radikallerin
konjuge edilerek zararh etkisinin ortadan kaldirilmasinda kullanilir (Dandapat et al., 2003).
Bu enzimin aktivitesindeki artis sodyum tetraboratin veya metabolizma iiriinlerinin bir
oksidan gibi davranarak serbest radikal olusumunu hizlandirmasi ve buna bagh olarak

larvalarda oksidatif stresi meydana getirmeleri sonucu olabilir. Yedinci evre larvalarinin
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yag doku MDA miktar ile GST aktivitesi arasinda istatistiksel olarak onemli ve gii¢cli bir

pozitif iligkinin (R2 =0,99 P < 0,05) bulunmas1 bu goriisii desteklemektedir.

Lepidoptera takimina ait boceklerin larvalan cesitli oksidan maddelerle beslendigi zaman
orta bagirsaklarinda peroksit radikalleri basta olmak iizere cesitli ROT’lar olumaktadir. Bu
peroksitler ya besinle alinan veya besin kanalinda daha dnceden bulunan demir gibi cesitli
aktif metal iyonlar ile etkileserek (Fenton reaksiyonu) hidroksil radikali (OH) ve diger
ROT’lan olusturabilir (Barbehenn et al., 2005). Bu reaktif tiirevler orta bagirsak epitel
dokusunda ve peritrofik zarda protein ve lipid oksidasyonuna bagli oksidatif hasar
meydana getirmektedir (Barbehenn and Stannard, 2004). Denenen sodyum tetraboratin
farkli konsantrasyonlarin1 iceren besinler ile beslenen bocegin hemolenf GST
aktivitesindeki diisii, lipid peroksidasyonu sonucu oksidatif hasarin yiikselmis
olabilecegini gostermektedir. Sodyum tetraboratin toksitesi sonucunda serbest radikal
olusumunun artis1 ile hemolenf lizozim miktarinin, GST, ALT, AST ve AChE enzimlerinin
aktifliklerinin diismesi bu enzimlerin serbest radikaller tarafindan inaktive edilmesinden
kaynaklanabilir. Artan serbest radikaller bu enzimlerin kofaktorii olan metal iyonlar ile
veya enzim yapisindaki aktif aminoasitlerle etkileserek enzimlerin aktivitesini diigiirmiig
olabilir (Saraswathy et al., 1998). Sodyum tetraboratin G. mellonella larvalarinda MDA
diizeyini artinirken ters orantili olarak enzimlerin aktivitelerini diisiirmesi bu yorumu

desteklemektedir.

Sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlari hemolenf ve yag doku lipid
peroksidasyonu diizeyini Onemli derecede artirmistir. Ancak yag dokudaki lipid
peroksidasyon iiriinii MDA ile birlikte ALT, AST ve AChE enzimlerinin aktivitesi de
artmistir. Metabolik bakimdan aktif bu dokuda GST enziminin de onemli derecede artig
gostermesi larvalarin sodyum tetraboratin zararh etkisine karsi direng gelistirmeye veya
olusturduklart ~ serbest radikalleri ortadan kaldirmaya yonelik bir savunma
mekanizmasindan ileri gelebilir. Boyle bir savunma mekanizmas1 sonucunda enzimler
serbest radikallerin ve lipid hidroperoksitlerin zararli etkisinden korunmus olur. G.
mellonella larvalarinda sodyum tetraborata karsi bdyle bir mekanizmayla tolerans
gelistirilmig olabilir. Besin ile alinan sodyum tetraborat ve bunun boceklerdeki ara
metabolizma {iriinleri lipid peroksidasyonunu meydana getirebilecek derecede giiclii bir
etkiye sahip olabilir. Bu nedenle GST enziminin ROT ve diger organik hidroperoksitlerin

zararh etkilerini yok etmek icin aktivitesi yiikselmis olabilir (Halliwell and Gutteridge,
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1999). Besinsel kalitesi diisiik olan dogal besinlerle beslenen bir lepidopter tiir Lymantria
dispar’m orta bagirsaginda antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttii ve bu enzim
aktivitesindeki artisin farkli larval evrelere bagh olarak degistigi gozlenmistir (Peric-
Mataruga et al., 1997). Benzer sonuglar farkli prooksidanlara maruz kalan M. domestica,
T. ni , S. eridania gibi ¢esitli bocek tiirlerinin farkli gelisme evrelerinde de gozlenmistir

(Ahmad and Pardini, 1990; Zaman et al., 1994; Admad et al., 1995).

Antioksidan enzimlerin aktivitelerinin genellikle tiire, gelisme evresine ve dokuya 6zgii
olarak degistigi gozlenmistir (Ahmad and Pardini, 1990; Ahmad et al., 1995). G.
mellonella’nin hemolenf ve yag dokusunda denenen sodyum tetraboratin etkisi farkl
sekilde ortaya ¢ikmistir. Sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlar1 genellikle her iki
dokuda da MDA miktarin1 arttirirken enzimlerin aktiviteleri dokuya gore degiskenlik
gostermektedir. Bu sonuglar denenen sodyum tetraboratin bocegin larval evresinde lipid
peroksidasyonuna sebep olarak artan oksidatif strese bagli olarak etkili oldugunu
gostermektedir. Ancak her bir dokuda bu oksidatif strese karst antioksidan savunma
mekanizmasi ve hiicre adaptasyonu degisiklik gostermektedir. Bu ¢alismada larva sonrasi
evrelerdeki enzim aktivitelerinin degisimleri incelenmemistir. Ancak sodyum tetraboratin
bu evrelerdeki yasama, gelisme ve ergin Omiir uzunlugundaki etkilerinin farkli oldugu
gozlenmistir. Bu sonuclar bocegin antioksidan savunma sisteminin evrelere gore
degisebilecegini isaret etmektedir. Cesitli insektisitlere maruz kalmis pamuk kurdu
Heliothis armigera (Hiibner)'daki detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin larval ve
ergin evreye gore degistigi bilinmektedir (Leonova and Slynko, 1996). Bu sebeple
sodyum tetraboratin larva sonrasi evrelerdeki antioksidan savunma sistemine etkisini

belirlemek amaciyla detayli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bocekler cesitli cevresel streslere kargt yasamlarimi siirdiirebilmeleri icin 6zel savunma
mekanizmalan gelistirmislerdir (Roberts and Feder, 1999). Bu savunma mekanizmalarinda
gorevli antibakteriyel proteinlerden lizozimin G. mellonella larvalarinda yiiksek sodyum
tetraborat konsantrasyonlari ile onemli derecede azaldig: tespit edilmistir. Lizozim enzimi
boceklerde onemli iki role sahiptir. Birincisi orta bagirsakta sindirim sirasinda bakterilerin
sindirilmesi ve viicut bosluguna (hemosol) giren patojenlere karsi bir savunma reaksiyonu
olarak salgilanmasidir. M. domestica and D. melanogaster gibi yasami boyunca sindirim
kanalinda simbiotik bakteri bulunduran bir ¢cok bocek tiiriinde lizozimin 6nemli role sahip

oldugu tespit edilmistir (Regel et al., 1998). Lizozimin epidermal kiitikiill dokusunda
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sentezlendigi ve dis etkenlere karst onemli bir ilk savunma mekanizmasini olusturdugu
gosterilmistir (Lee and Brey, 1995). B. mori, H. virescens ve M. sexta gibi baz1 boceklerde
de bakteriyel kontaminasyona karst yag dokuda lizozimin sentezlendigi goriilmiistiir
(Lockey and Ourth, 1996). Lizozim bakteri hiicre duvarindaki peptidoglikan yapisinda
bulunan N-asetilmuramikasit ve N- asetilglukozamin arasindaki glikozid bagini
hidrolizleyen ve ‘muramidaz’ olarak da isimlendirilen enzimdir. Lizozim enzimi tiim
okaryot ve prokaryot organizmalarda bulunmaktadir. Bu enzim bir¢cok bdcegin
hemolenfinde siirekli olarak bulunmakta olup bakteriyel kontaminasyona bagl olarak hizli
bir artig gostermektedir. Boceklerde bakteriyel kontaminasyonlara karsi savunma amagh
olarak lizozim enziminin salindigi ve bu enzim miktarinin kontaminasyonu takiben
hemolenf ve yag doku gibi cesitli dokularda arttig1 bilinmektedir (Boman et al., 1974).
Lepidoptera takimina ait tiirlerde hemolenfin normal bir bileseni olarak c-tipi (tavuk
yumurta beyazi lizozimi) lizozimin bulundugu tespit edilmistir (Jolles et al., 1979).
Lizozim enzimi G. mellonella hemolenf hiicrelerinden graniilosit ve plazmatositlerin
graniillerinde tipik lizozomal enzimler olan asit fosfataz, beta-glukuronidaz ve esteraz ile
birlikte bulunur (Chain and Anderson, 1983). G. mellonella’da baz1i maya ve kiif
kontaminasyonlarinin hemolenfteki lizozim enzimi araciligiyla temizlendigi bilinmektedir
(Dunphy et al., 2003). Bécegin yabanci bir maddeye karsi kendini savunma mekanizmast
acisindan ele alindiginda sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlarinin bu enzimin
miktarin1 diislirmesi beklenen bir durumdur. Diger taraftan besinle alinan sodyum
tetraboratin diisiik konsantrasyonlarina karsi larvalarin hemolenf ve yag dokusunda lizozim
enziminin artis gostermesi bu maddeye karsi bir savunma tepkisinden ileri gelebilir.
Sodyum tetraboratin yalmzca 0,005 g’ iceren besinle beslenen G. mellonella
larvalarinda hemolenf lizozim miktarinda istatiksel olarak anlamli olmayan bir artis olmasi
ve sodyum tetraboratin diisiitk konsantrasyonlarinin (0,005, 0,1 ve 0,2) yag doku lizozim
miktarin1 6nemli derecede artirmasi bu goriisiimiizii desteklemektedir. Lizozim miktarinin
artist degerlendirildiginde sodyum tetraborata karsi en yiiksek tepki yag dokuda
goriilmiistiir. Bu antibakteriyel protein sadece biyolojik kontaminasyon ajanlarina karsi
degil viicuda besinle aliman kimyasal insektisitlere karsi da yag dokuda sentezlenerek
sindirim kanalina salinabilir. Bu amacla bocegin orta bagirsaginda lizozim analizinin
yapilmasi gerekir. Boceklerde beslenme ve deri degistirme isleminden hemen sonra
lizozim genlerinin orta bagirsakta (midgut) ifade edildigi ve lizozim mRNA’sinin
yiikseldigi gozlenmistir (Kollien et al., 2003). Lizozim enziminin boceklerde sindirim

islevi ile ilgili olarak onemli role sahip oldugu bilinmektedir (Regel et al., 1998). M.
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domestica’da lizozim enziminin fizyolojik pH’da M. luteus’a kars1 aktivite gostermedigi
kitine kars1 aktivite gosterdigi goriilmiistiir. Bu enzim savunma amacli sentezlenen protein
olmaktan ¢ok bocegin orta bagirsaginda bir sindirim enzimi gibi is gdrmiistiir (Ito et al.,
1995). Bu ozellik bazi memeli hayvanlarin midesindeki sindirim islevinden sorumlu
lizozim enzimi ile benzerlik gostermistir (Fujita, 2004). ipek boceginde pup olmak iizere
koza ormeye baslamadan once lizozim mikarinin 3 kat arttifi ve pup oldugunda ise bu
miktarin yar yariya diistiigii goézlenmistir. Hemolenf kaynakli lizozim enzimi sadece
bakteri hiicre duvarim pargalamaya yonelik etkiye sahip olmayip antibakteriyel
proteinlerin sentezinin uyarilmasi i¢in bir sinyal molekiilii olarak da onemli role sahiptir
(Dunn et al., 1985). Besindeki yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonlarinda G.
mellonella larvalarinin hemolenf ve yag doku lizozim miktarin diismesi bu maddenin
sebep oldugu oksidatif stres tarafindan enzimin inaktif olmasindan ileri gelebilir.
Larvalarin hemolenf ve yag dokusunda oksidatif stresin onemli bir belirteci olan MDA
miktariin yliksek sodyum tetraborat konsantrasyonlarinda onemli derecede artmasi bu

goriisii desteklemektedir.

Sodyum tetraboratin farkli miktarlarinin G. mellonella larvalarinin hemolenf ALT ve AST
enzimlerinin aktivitelerindeki diismeye, yag dokuda ise artisa neden olmasi bocekte
oksidatif strese bagli olarak doku hasarinin olustugunu gosterebilir. Sodyum tetraboratin
yiiksek konsantrasyonlarinda hemolenf ve yag doku MDA miktar1 yiikselmekle beraber
hemolenfte ALT ve AST enzimlerinin aktivitelerinin diistiigii yag dokuda ise arttigi
goriilmektedir. Sodyum tetraboratin yiiksek konsantrasyonlarinda yag dokudaki
transaminaz enzimlerinin aktivitesinin 6nemli derecede artisi larvalarin artan oksidatif
strese karg1t gosterdikleri adaptasyon mekanizmasindan kaynaklanabilir. Diger taraftan
hemolenfte bu enzimlerin aktivitesinin 6nemli derecede diismesi ise asir1 oksidatif strese
bagh olarak 6nemli detoksifikasyon enzimi olan GST aktivitesinin diismesinden ileri
gelebilir. Larvalarin hemolenf MDA miktart ile ALT aktivitesi arasinda anlamli ve negatif
iliskinin (R* = 0,89 P < 0,05) ortaya ¢ikmasi oksidatif strese bagli bir hiicre hasarimin
olabilecegini desteklemektedir. Antioksidan savunma sisteminin zayiflamasi hiicre hasari
ve sonugta 6liime yol agabilir (Igen et al., 2005). Memelilerdeki gibi boceklerde de birgok
dokuda bulunan aminotransferaz enzimleri ALT ve AST (Parenti et al., 1985), amino
gruplarim ketoasitlere transfer ederek aminoasit ve karbohidrat metabolizmasi ile ilgili ara
tiriinler olusturur (Halarnkar and Schooley, 1995). Boceklerde bazi antibiyotikler (Eid et

al., 1989) ve kimyasal insektisitler (1gen et al., 2005) tarafindan olusturulan hiicre hasari
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sonucunda ALT ve AST aktivitelerinin arttig1 gozlenmistir. Omurgalilarin karacigerinde
ve diger dokularinda ALT ve AST aktivitelerindeki degisimler dokulardaki yapisal ve
islevsel hasarin degerlendirilmesi icin Onemli biyobelirtegleridir (Patil et al., 2003).
Boceklerin yag dokusu omurgalilarin karacigeri ile islevsel benzerlik gosteren bir dokudur
(Abel et al., 1992). Yag dokusu boceklerin enerji temini ve diger fizyolojik islevler ile
ilgili lipid, protein ve karbohidrat metabolizmasimin gerceklestirildigi bir dokudur. Bu
doku birka¢ hiicre tabakasindan olusmakta olup dolagim sivist hemolenf tarafindan
sarilmaktadir (Law and Wells, 1989). G. mellonella larvalarinda ALT ve AST
enzimlerinin aktivitelerindeki degisikligin tespit edilmesi cesitli insektisitlerin sebep
oldugu biyokimyasal tepkilerin belirlenmesi i¢in 6nemli bir gostergedir. Bu enzimlerin
aktivitelerindeki artig, besinle alinan sodyum tetraboratin toksitesine kars1 bir tepki olarak
larvalarin metabolizmasinin hizlanmasindan ileri gelebilir. Eid et al. (1989) tarafindan
yapilan bir ¢alismada bazi antibiyotiklerin ilave edildigi dogal besinler ile beslenen
lepidoptera takimina ait Philosamia ricini (Boisduval)’de biyokimyasal tepki olarak
transaminaz enzimlerinin arttif1 gézlenmis olup bu sonuglar bizim verilerimizle uygunluk
gostermektedir. Sodyum tetraboratin yiliksek konsantrasyonlar1 ile beslenen larvalarin
hemolenfinde bu aminotransferazlarin aktivitelerinin diisik bulunmasi, serbest
radikallerin sebep oldugu oksidatif hasarin oldukca yiiksek olmasina bagli olabilir. Bunun
sonucunda hiicresel biyomolekiillerin oksidasyonu ile birlikte aminotransferaz
enzimlerinin de aktiflik gosteremeyecek derecede yapist bozulmus olabilir. Sodyum
tetraboratin yiiksek konsantrasyonlarinda MDA miktarinin artmasi ve bunun tersine
hemolenf GST, ALT ve AST’nin aktivitelerinin de diismesi artan oksidatif hasara bagh
olarak gerceklesen hiicre Oliimiiniin bir isareti olabilir. Sodyum tetraboratin yiiksek
konsantrasyonlarinda bocegin tiim gelisme evrelerindeki yasayan birey sayisinin da

onemli derecede azalmasi bu goriisii desteklemektedir.

Sodyum tetraborat ile beslenen larvalarin hemolenf asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi
onemli derecede azalmistir. AChE bdoceklerdeki merkezi sinir sisteminin kolinerjik
sinapslarinda norotransmitter asetilkolini hidrolizleyerek sinir uyarilarinin iletimini
sonlandiran anahtar bir enzimdir. Organa fosforlu ve karbomat tiirevi bazi insektisitlerin
secici olarak kolinesteraz aktivitesini inhibe ettikleri bilinmektedir. Asetilkolin sinirsel
uyarilarin sinapslardan gecisini kolaylastiran bir norotransmitter maddedir. Asetilkolin,
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi tarafindan kolin ve asetik asite doniistiiriiliir. AChE

enziminin aktivitesinin diigsmesi boceklerin sinir sistemi ve sinir kas baglantilarindaki
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sinapslarin, asetilkolinin birikmesine bagli olarak, asir1 uyarilmasina sebep olur.
Sinapslardaki asetilkolinin artan konsantrasyonundaki bu sonuclar ve daha fazla uyarilmis
merkezi sinir sistemi, kas zayiflamasina ve dejenerasyonuna sebep olarak Oliime yol
acabilir (Chen et al., 2001). Benzer sonuglar cesitli organofosfatli insektisitlere maruz
kalan ipek bocegi B. mori (Nath and Kumar, 1999), tiitiin tomurcuk kurdu H. virescens ve
misir kocan kurdu H. zea (Hamadain and Chambers, 2001) gibi lepidoptera takimina ait
baz tiirler ile diger bazi zararli boceklerde (Barata et al., 2001; Theophilis, 1997; Belden
and Lydy, 2001) elde edilmistir. Ancak bor tiirevi maddelerin boceklerdeki AChE
aktivitesine etkisini inceleyen yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada borik asit
Alman hamam bocegi B. germanica’nin sindirim kanalinda GST enzimi ile birlikte AChE
enziminin aktivitesini de diisiirmiistir (Habes et al., 2006). AChE enziminin sodyum
tetraborat ve borik asit gibi bor tiirevi maddelerin asil etki mekanizmalar i¢in hedef bir
enzim olmadigr bilinmektedir. Bu sebeple, sodyum tetraboratin G. mellonella
larvalarindaki AChE enzimi iizerine inhibe edici etkisinin mekanizmas1 hakkinda kesin bir
sonuca varmak miimkiin olmayacaktir. Sodyum tetraboratin hemolenf AChE aktivitesi
izerine bu olumsuz etkisi, asir1 oksidatif stresten kaynaklanabilir. Diger bir goriis ise
sodyum tetraboratin oksijenaz enzimleri ile metabolize olmas1 sonucu olusan aktiflesmis
ara iirlinlerin AChE enzimi iizerinde dogrudan ya da oksidatif stres olusturarak inhibisyon
etkisi gostermesidir. Benzer bir mekanizmanin cesitli organofosfath insektisitlere maruz
kalan diptera takimina ait bazi1 boceklerdeki AChE aktivitesinin diismesinde de etkili
oldugu ileri siiriilmiistiir (Anderson and Zhu, 2004). Buna karsin, boceklerde insektisitlerin
toksik etkisini azaltici ve hatta yok edici diren¢ mekanizmalar1 gelismistir. Fizyolojik
strese karst direngte etkili oldugu bilinen 6nemli enzim grubu glutathion S-transferazlar
(GST)‘dir (Yu, 2004). Boceklerde bu enzim ailesi (teta sinifi) insektisitlerin toksik
etkilerine kars1 temel bir savunma olarak bilinir. GST bir faz II detoksifikasyon enzimi
olup ksenobiyotikleri glutatyona (GSH; y-glutamil-sisteinil-glisin) baglayarak toksitesini
azaltir. Diger taraftan GST hiicre i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesi ve madde tasinmasi,
prostoglandin biyosentezi gibi ¢esitli biyosentez yollarinda da rol oynamaktadir (Wilce and
Parker, 1994). Ornegin M. domestica ‘da organofosforlu insektisitlere direncli mutantlarin
yiiksek seviyede GST aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Cakir ve Yamanel, 2005).
Bu sonuglar ile uyumlu olarak sodyum tetraborat ile beslenen G. mellonella larvalarinin
yag doku GST aktivitesi onemli derecede yiikselmistir. Diger taraftan sodyum tetraboratin
yiiksek konsantrasyonlarinda larvalarin yag dokusunda beklenmedik bir sekilde AChE

aktivitesi artmistir. Yag dokuda artan GST aktivitesi sodyum tetraborat tarafindan
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olusturulan oksidatif hasar1 ortadan kaldirmis olabilir. Bunun sonucunda sodyum
tetraborata karsi tolerans yiikselmis ve diren¢ mekanizmasi olarak AChE aktivitesi artmis
olabilir. Merkezi sinir sisteminin disinda diger dokularda AChE enziminin agir1 iiretilmesi
bocekleri insektisitlere karst korur. Boceklerde sitoplazmik asetilkolinesteraz enzimi
tiretilerek hemolenfe gonderilir ve insektisite kars1 direng saglanir. Diger taraftan AChE
enzimindeki yapisal degisimde insektisit direncliligini saglar (Fournier et al., 1993).
AChE’1n asetilkolini hidrolizleyerek sinir sisteminde uyarinin sonlanmasina sebep olma
gibi asil etki mekanizmasinin disinda, bu enzimin farkli formlar1 hiicre boliinmesi ve
farklilagsmasinda etkili olmakta ve de cesitli stres faktorlerine karsi sentezi artmaktadir
(Grisaru et al, 1999). Calismamizda AChE aktivitesindeki degisimler ile ilgili
biyokimyasal veriler sodyum tetraboratin G. mellonella’da norotoksik bir etki gosterdigini
acikca gostermistir. Diger biyokimyasal belirteclerin yaninda AChE aktivitesinin 6l¢iimdi,
bor ve tiirevlerinin bdceklerdeki toksitesinin izlenmesinde kullanilan Onemli bir

biyobelirte¢ oldugu anlasilmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglara gére sodyum tetraboratin larvalarin hemolenf ve yag
dokusunda sebep oldugu oksidatif hasara bagli olarak antioksidan savunma sistemini
bozmasi sonucu bdcegin yasama ve gelisimi iizerinde olumsuz etki gosterdigi
anlasilmaktadir. Sodyum tetraboratin denenen en yiiksek konsantrasyonlarinda GST
enziminin aktivitesindeki azalma ve MDA miktarindaki yiikselme ile birlikte yasama
oraninin diismesi ve gelisim siiresinin uzamasi bu diisiinceyi destekleyen Onemli
sonuclardir. Sodyum tetraboratin diisilk konsantrasyonlarinda ise genelde hemolenf
lizozim enziminin miktar ile yag doku ALT, AST ve AChE aktivitesinin artisi, larvalarin
oksidatif strese bir adaptasyon davranmisi gostermesi sonucu olabilir. Diger taraftan
hemolenf AChE aktivitesinin diismesi bu maddenin norotoksik bir etki gosterdigini ortaya
cikarmistir. Ancak sodyum tetraborat, AChE enziminin aktivitesi iizerindeki bu onleyici
etkisini oksidatif stresi artirarak gostermis olabilir. Hemolenfte artan oksidatif stres ile ters
orantil1 olarak GST aktivitesinin 6nemli derecede diismesi bu goriisii desteklemektedir.
Diger taraftan yag dokuda artan oksidatif strese karst GST aktivitesinin artmasi ile birlikte
AChE aktivitesinin de artmast mekanizmay1 acgiklamada yardimci olmaktadir. Alman
hamam bdcegi B. germenica’ nin ortabagirsaginda diger bir bor tiirevi borik asitin GST ile
birlikte AChE enziminin aktivitesini diigiirmiistiir. Diger bocekler ve G. mellonella ile elde
edilen sonuglar sodyum tetraboratin ve diger bor tiirevlerinin boceklerin biyolojik etkinlik

parametreleri iizerindeki olumsuz etkisinde oksidatif stresin ve norotoksik oOzelliginin
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onemli rol oynadigini agik¢a gostermektedir. Sodyum tetraborat ve diger bor tiirevlerinin
bocek iizerinde gosterdigi toksik etki mekanizmasinin anlagilmasi zararli boceklerle
miicadelede, hedef olmayan canlilara ve ¢cevreye daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal

yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayabilir.
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