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OZET

AZADIRACHTIN’IN Galleria mellonella LARVALARININ BAGISIKLIK
SISTEMINE ETKIiSI

Neem agaci tohumlarindan elde edilen Azadirachtin (AZA) nin boceklerde toksik
etkileri oldugu bilinmektedir. AZA’nin kimyasal insektisitlere oranla ¢evresel ve
ekonomik zararlar1 daha azdir. Ayrica memeliler iizerinde toksik etkilerinin olmamasi

AZA igin bir kullanim tercihi olusturmaktadir.

Calismamizda AZA’nin bocek hemositleri tizerindeki etkisi incelenmistir. Calismada
kullanilan biiyiikk bal mumu giivesi Galleria mellonella, bilimsel arastirmalar igin iyi
bir model organizma olmas1 ve laboratuvar kosullarinda kolay ve hizli yetistirilmesi
sebebiyle tercih edilmistir. Deneylerde son evre larvalar (0.16-0.17 g) kullanildi. Dort
farkli dozda AZA (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 pg/larva) boceklere force-feeding yontemi ile
uygulandi. Larvalar force-feeding oncesi 3 saat a¢ birakildi.  Force-feeding
uygulamasindan 48 saat sonra bdcekler incelemeye alindi. Bir grup larvaya
enkapsiilasyon tepkimesi i¢in Sephadex A-25 cam boncuk enjekte edildi ve bu
islemden sonraki 4 ve 24 saatte gosterdikleri enkapsiilasyon ve melanizasyon
tepkimeleri gézlendi. Diger bir grup larvanin hemolenfleri alindi. Boyama isleminden
sonra hemositlerin gosterdigi apoptoz ve nekroz tepkimeleri, mitotik indeks ve

mikronukleus olusumlari incelendi.

AZA’ya bagh olarak tiim dozlarda canli hiicre sayisinda azalma tespit edildi. AZA
dozlarina bagli olarak ge¢ apoptoz ve nekroz verilerinde artis gézlendi. Nekrotik hiicre
sayisinda 0.5 ve 1.0 pg/larva AZA uygulanan gruplarda énemli bir artis belirlendi. 0.5
pg/larva dozu 0.5 pg/larva AZA dozunun mitotik hiicre sayisinda 6nemli bir artisa
sebep oldugu tespit edildi. Mikronukleus olusumunun 1.5 ve 2.0 pg/larva AZA
dozlarinda arttig1 belirlendi. 0.5, 1.0 ve 1.5 pg/larva AZA dozlarinda 4 saatlik
enkapsiilasyon yanitinda artis bulunurken 24 saatlik enkapsiilasyon yanitinda fark
tespit edilmedi. 4 saatlik melanizasyon yanitinda tim AZA dozlarinda ve etanol
uygulanan grupta artis gozlendi. AZA uygulamasina bagli olarak 24 saatlik

melanizasyon yanitinda azalma gozlendi.



Sonug olarak AZA, G. mellonella larvalarinin bagisiklik sistemini etkilemis ve
genotoksik hasara sebep olmustur.

Temmuz, 2018 Eda CANSU



ABSTRACT

EFFECT OF AZADIRACHTIN ON IMMUNE SYSTEM OF Galleria mellonella
LARVAE

Azadirachtin (AZA) obtained from Neem tree seeds is known to have toxic effects on
insects. Environmental and economic harms of AZA are less than chemical insecticides.

In addition, it is preferred because it has no toxic effect on mammals.

In our study, the effects of AZA on insect hemocytes were investigated. The Greater Wax
Moth, Galleria mellonella used in the study was preferred because of being an excellent
model organism for scientific research and easy and fast growing in laboratory conditions.
Last instar larvae (0.16-0.17 g) were used for the experiments. Four different doses of
AZA (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 pg/larva) were applied to larvae via force-feeding method. Larvae
were starved for 3 h before feeding. Larvae were investigated 48 hours after force-fed.
Sephadex A-25 glass beads were injected into a group of larvae for encapsulation
reactions, and encapsulation and melanization reactions were determined at 4 and 24
hours after this procedure. The hemolymph was taken from another group of larvae. The
apoptosis and necrosis reactions, micronucleus and mitotic index of the hemocytes were

investigated in preparations prepared with hemolymph after dyeing.

The number of viable cells decreased in all doses due to AZA. There was an increase in
late apotosis and necrosis data depending on the doses of AZA. There has been a
significant increase in the number of necrotic cells in 0.5 and 1.0 pg/larvae of AZA
applied groups. 0.5 pug/larvae AZA caused a significant increase in the number of mitotic
cells. The significant increase of micronucleus formation was found in the groups applied
to 1.5 and 2.0 pg/larvae doses. 0.5, 1.0 and 1.5 pg/larva doses caused an increase in 4
hours encapsulation response, but did not have effect at 24 hours encapsulation response.
There was increase at 4 hours melanization response in all AZA doses and groups of
ethanol. Depending on AZA application, a decrease was observed at 24 hours

melanization response.

As a result of this study, AZA affected the immune system of G. mellonella larvae and

caused genotoxic damages.

Temmuz, 2018 Eda CANSU
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1.GIRIS
1.1. Amacg

Giliniimiizde pestisitlerin verdigi ekolojik ve ekonomik zararlar bilinmektedir.
Diinya tiizerindeki pestisitlerin 6nemli bir kism1 da insektisit olarak kullanilmaktadir
(Pimentel ve Levitan, 1986). Boceklere karsi miicadelede kullanilan insektisitlerin ¢ogu
yararli bocek ve bitkileri direkt, insanlar1 ise dolayli yoldan etkilemektedir. Ayrica
bocekler zamanla insektisitlere karst bagisiklik kazanarak direng gdstermeye
baslamiglardir. Bu sebeple, dogal maddelerden elde edilen biyoinsektisitler kullanilmaya
baslanmistir (Lowery ve Isman, 1995; Miller ve Urtz, 1998; Sak ve ark., 2006; Sezer ve
Ozalp, 2011).

Azadirachtin (AZA) tarim zararlilarina karsi kullanilan, oldukga biiyiik bir Gneme
sahip ve neem tohumlarindan elde edilen maddedir (Murthy ve Saxena, 1998). Boceklere
kars1 yliksek etkili oldugu i¢in Neem agacindan elde edilen AZA insektisit olarak uzun
stiredir kullanilmaktadir (Spollen ve Isman, 1996). AZA’nin 200 tiirden fazla bocekte
besin alimii engelledigi, biiylimeyi yavaslattigi, yumurta veriminde olumsuz etki
gosterdigi ve toksik bir madde oldugu bilinmektedir (Spollen ve Isman, 1996; Go¢gmen
ve ark., 2007). Larvalardaki gelisimi etkiledigi gibi puplasma evresinde de gelisimi
durdurma gibi etkilere sahiptir (Murthy ve Saxena,1998). AZA’nin memelilere karsi
gosterdigi zararli etki ise yiiksek degildir (Charbonneau ve ark., 2007; Bezzar-Bendjazia
ve ark., 2016; Er ve ark., 2017).

Bocek kan hiicreleri olan hemositler ¢cok sayida fizyolojik fonksiyona sahiptirler.
Tiim viicudu dolasan bu hiicrelerin fagositoz, nodiilasyon, enkapsiilasyon gibi bagisiklik
gorevleri vardir (Perveen ve Ahmad, 2016). Bocekler sahip olduklart agik dolasim
sisteminden dolay1 zararl1 maddelere kars1 hemositler araciligi ile oldukga hizli yanitlar

verebilmektedirler (Dubovskiy ve ark., 2016).

Bocekler tizerindeki olumsuz etkileri bilinen AZA’nin model deney hayvani olan
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’nin bagisiklik sistemi ve hemositleri
tizerindeki etkileri heniiz aragtirnlmamistir. Yaptigimiz bu c¢alisma ile bu etkiler

arastirilmis ve literatiire katki saglamistir.



1.2.  Azadirachtin’in Ozellikleri ve Toksik Etkileri

Tarim sektoriinde zararlilarla miicadelede pestisit kullanimi ¢ok sik tercih edilen
etkili bir yontemdir. Fakat daha once yapilan ¢alismalar dikkate alindigi takdirde
pestisitlerin kullanimi sadece kontrol altina alinmak istenen canlilar etkilemedigi
goriilmektedir. Ayn1 zamanda uygulanan alandaki insanlar da dahil diger canlilarda da
onemli zarara sebep olmaktadir (Pimentel ve Levitan; 1986; Sak ve ark., 2006; Senthil-
Nathan, 2013). Diger bir deyisle sentetik insektisitler ¢evresel birgok zarara sebep
olmaktadir ve bu durumun Oniine ge¢cmek icin diinya capinda birgok c¢alisma
yapilmaktadir, daha zararsiz uygulamalar aranmaktadir. Bu siiregte biyolojik ajanlarin
veya biyopestisitlerin kullanim1 daha dikkat cekici bir hal almistir. Ozellikle
biyopestisitler dogada bulunmalari, bitkilerde ve toprakta kalinti birakmamalart,
ekonomik olmalari1 sebebiyle 6n plana ¢ikmaktadir ve AZA bu konuda bir¢ok soruna
¢Ozlim olusturan bir biyoinsektisit maddesi olarak degerlendirilmektedir (Huang ve ark.,
2004; Gogmen ve ark., 2007; Er ve ark., 2017).

AZA gibi bitkilerden elde edilen bitkisel insektisitler sentetik insektisitlerle
kiyaslandiginda dogada daha cabuk yok olurlar ve tarimsal iirlinlerde, toprak ve suda daha
az tortu birakirlar. Dogada ¢oziinmeleri sadece birkag saat alan bitkisel insektisitler vardir
(Senthil-Nathan, 2013). Yapilan arastirmalar sonucu bdceklerin uygulanan kimyasal
insektisitlere zamanla direng mekanizmasi olusturdugu, bunu gelecek dollere aktardig ve
bu sebeple uygulanan madde miktarmin arttirildigi bilinmektedir (Sak ve Uckan,2009;
Sezer ve Ozalp, 2011). Diinya ¢apinda kullanilan pestisitler incelendiginde en yiiksek
kullanim payin herbisitler alir, %50°den fazladir. Insektisit kullanim1 %25 civarindadir

ve fungusitler yaklasik %15°1ik bir pay alirlar (Pimentel ve Levitan, 1986).

Zararli canlilarla miicadele ederken ¢evreye ve diger canlilara verilen zararlar1 en
aza indirmek i¢in “Birlesik Zararli Yonetimi (Integrated Pest Management — IPM)” isimli
uygulamaya gecilmistir. Boylece zararlilara kars1 uygulanan tiim yontemler ayni anda
degerlendirip en uygun olani/olanlart uygulanarak pestisitlerin ekolojik zararlar1 en aza
indirilmeye ve zararlilarin en etkili sekilde kontrol altina alinmasi saglanmaktadir (Sak
ve Ugkan, 2009). Yapilan bilimsel arastirmalar sonucu bitkisel kokenli dogal insektisit
kullaniminin daha faydali olacag bilgisi elde edilmistir. Bugilin diinya pazarinda dogal

insektisitler hentiz kiiciik bir oran elde ederken her gecen giin bu oran artmaktadir (Sezer



ve Ozalp, 2011).

AZA Hindistan Neem agac1i Azadirachta indica A. Jussieu (Meliaceae)
tohumlarindan ve Chinaball agaci Melia azedarach (L.) (Rharrabe ve ark., 2008)
meyvelerinden (Sekil 1.1) elde edildigi bilinen ve 6zellikle insektisitler i¢inde etki alani
genis bir maddedir. Yaklagik 4000 yildir bilinen agacin insektisidal etkileri 30 yildir
calistimaktadir (Sayah ve ark., 1996; Géemen ve ark., 2007). Ik defa Butterworth ve
Morgan (1968) tarafindan izole edilmistir ve insektisidal etkileri incelemeye baslanmustir.
AZA bir tetranortriterpenoid (limonoid)’dir (Beckage ve ark., 1988; Dorn ve ark., 1986)
ve ozellikle A. indica AZA elde etmek icin en 6nemli Meliacea iiyesidir. Bilimsel
calismalardan elde edilen sonuglara gore limonoidler yiiksek oksijen igeren ve
insektisidal etki gdsteren terronoid iceren bitkisel kimyasallardir. Insektisidal etkilerin
yaninda antibakteriyal, antifungal, antikanser etkileri gosterdigi de gozlemlenmistir
(Charbonneau ve ark. 2007; Senthil-Nathan, 2013). A. indica ozellikle Afrika olmak
tizere bircok alanda yetistirilebildigi icin genetik ¢esitliligi oldukga yiiksektir ve bu
sebepten etkili ve dayanikli tohumlar elde edilebilir (Isman ve ark, 1990; Murthy ve
Saxena, 1998).

A. indica’nin sistematikteki yeri soyledir (De Jussieu, 1830);
Smuf : Rutales

Alt Simf : Rutinae

Familya : Meliaceae

Alt Familya : Melioideae

Takim : Melieae

Cins : Azadirachta

Tiir : A. indica

Neem agacindan elde edilen AZA nin molekiiler yapisi (Sekil 1.2) incelendiginde
yedi stereoizomeri oldugu goézlenir. Bunlardan ikisi oldukg¢a bol bulunurken diger besi
daha seyrek bulunur. Hepsinin biiyliime ve gelismede inhibe edici etkisi bulunmaktadir

(Williams ve Mansingh, 1996).

Boceklerde AZA’ya karst savunma mekanizmast ¢ok gelismemis oldugundan



dolay1 boceklerde 6zellikle beslenmeyi inhibe edici etkisi (Butterworth ve Morgan, 1971;
Girish ve Shankara Bhat, 2008) ile biyiime ve gelismeyi engelleme etkisi gozlenir
(Beckage ve ark., 1988; Sayah ve ark., 1996; Rharrabe ve ark, 2008; Raj, 2014; Er ve
ark., 2017). Boceklerde beslenmeyi durdurma etkisini en fazla gésteren maddenin AZA
oldugu soylenebilir (Malczewska ve ark. 1988). Bunlar disinda hormon sistemine zarar
vererek (Malczewska ve ark. 1988) larva ve pup evrelerinde duraksama, pup evresine
gecisi durdurma, tiremede isteksizlik, kisirlastirma, dogurganligi azaltmak, protein ve
lipit metabolizmasin1 bozmak (Williams ve Mansingh, 1996) gibi fizyolojik etkileri
vardir. Bocekler disindaki bazi organizmalara karsi da olumsuz etkilere sahip olmasina
ragmen bir insektisit olarak AZA insan ve diger sicak kanli canlilar i¢in zararsiz
ozelliktedir (Murthy ve Saxena, 1998; Huang ve ark. 2004; Charbonneau ve ark., 2007;
Rharrabe ve ark, 2008; Lai ve ark., 2014; Er ve ark. 2017).

AZA boceklerde sinir sisteminde, hormon sisteminde, bosaltim sisteminde ve kas
sisteminde negatif etki olusturarak boceklerde 6liime sebebiyet vermektedir (Raj, 2014).
AZA’nin bocek yumurtalarinda vitellus olusumunu da olumsuz yonde etkiledigi de
bilinmektedir (Sayah ve ark., 1996). Yapilan ¢alismalarda AZA’nin agiz yoluyla bocege
uygulanmasi sonucu deri degistirme ve puplasma donemlerinde enjekte etme yontemiyle

kiyaslandiginda daha az etkili oldugu gozlenmistir (Gelbic ve Nemec, 2001).

AZA bazi bireylerde reseptorlerin islevini yerine getirememesine sebep olarak
besin alimin1 engellemektedir. Biiylimeyi yavaslatma ve durdurma etkilerinin ise nasil
ortaya ¢iktig1 hiicresel diizeyde heniiz ¢cok fazla bilinmemektedir (Huang ve ark., 2004).
Son donemde yapilan ¢aligmalara gore+ AZA bdoceklerde hiicre donglisiinii yavaslatarak
ve apoptoz mekanizmasini tetikleyerek hiicre biiyiimesinde rol oynamaktadir. Yine de
AZA’nin bagisiklik sisteminde ne gibi degisikliklere sebep olduguyla ilgili ¢ok fazla bilgi

sahibi olunamamustir (Er ve ark., 2017).



(©) (D)

Sekil 1.1. A. indica’nin tirtinleri (A) yapraklari, (B) meyveleri, (C) endokarpli tohumlari,
(D) endokarpsiz tohumlar1 (Girish ve Shankara Bhat, 2008)

Sekil 1.2. AZA’ni molekiiler yapisi (Charbonneau ve ark., 2007)



1.3. Azadirachtin ile Tlgili Yapilan Calismalar

Tiim diinyaya yayilmis olan Plodia interpunctella tiiriiyle ¢alisan Rharrabe ve ark.
(2008) bu tiiriin larvalarinin AZA muamelesi sonrasi lipit, protein ve glikojen
miktarlarindaki degisimini ve o-amilaz enziminin etkinligini incelediler. 2 ve 4 ppm
dozlarinda galisilan boceklerde kilo kaybmin oldukga yiiksek oldugu not edilmistir.
Larva ve puplarda 6liime neden olan AZA; lipit, protein ve glikojen oranlarinda da

azaltic1 etki gostermistir. Ayni1 zamanda enzim aktivitesinde de azalmaya sebep olmustur.

Dere ve ark. (2015) yaptiklar1 calismada AZA’nin G. mellonella’nin biyolojisine
ve biyokimyasal parametrelerine etkisini incelemistir. Caligma kapsaminda AZA’nin G.
mellonella larvalari tizerinde toksik etki gosterdigi ve LDsg degerinin 2.172 pg/larva
oldugu bulunmustur. AZA’nin pupal evrede de toksik etki gosterdigini kaydeden Dere ve
ark., bu evrede LDsp degerinin 1.296 pg/larva oldugunu kaydetmistir. Calismada
AZA’nin larval yasam siiresini uzattigl ve pup evresine gegisi yavaslatigi belirtilmistir. 5
pg/larva dozunda larvalar uzun siire larval evrede kalarak pup evresine gegemeden
Olmistiir. Pupal yasam siiresinde doza bagli olarak bir farklilik yok iken ergin yasam
sliresinde doza bagl olarak azalma gozlenmistir. AZA pup agirliklarinda azalma ortaya
cikmistir. Ergin agirliklarinda LDsp degeri ve ona en yakin olan 1.5 pg/larva dozu
azalmaya sebep olmustur. LDsg degeri lizerindeki dozlarda ergin yasami gozlenmemistir.
Ayni ¢alisma kapsaminda tayin edilen total protein miktar: verileri degerlendirildiginde
AZA’nin total protein miktarini arttirdigi kaydedilmistir. AZA 0.5, 2.0 ve 3.0 pg/larva
dozlarinda malondialdehit miktarinda artisa neden olmustur. Antioksidan enzimlerin
katalaz ve siiperoksit dismutaz aktivelerinde AZA dozuna bagl olarak azalis, glutatyon
S-transferaz aktivesinde ise artis ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak AZA’nin G. mellonella
larvalarinda homeostazinin diizenlenmesinden deri degistirmeye kadar bir¢ok fizyolojik

olayda toksik etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Lai ve ark. 2014 yilinda DGE (digital gene expression) teknolojisi ile Drosophila
larvalarinin gen ekspresyonu iizerinde AZA’ nin etkilerini 6lgmiislerdir. 5, 10, 20 uM
AZA ile muamele edilen boceklerin gen ekspresyonunda farklilik olustugu gézlenmistir.
Ayrica bdcek larvalarinda 16 ve 30 saat’ lik uygulamalarda pupa ge¢me siiresinde kisalma
gozlenmistir. Bunun disinda 20 uM uygulanan bireylerin bazilarinda deri degistirme

esnasinda bazi olumsuz etkiler de gézlenmistir.



AZA’nin  G. mellonella larvalarinin  gelisimlerini  saglayabilmek igin
gerceklestirdikleri deri degistirme olaymni engelledigini belirten Malczewska ve ark.
(1988) bunun tek etki olmadigini, ayni zamanda ekdizon hormonun da etkilendigini

belirtmislerdir.

Charbonneau ve ark. (2007), G. mellonella larvalarinda AZA etkilerine
bakmuslardir. ilk deney grubu, 0,20 mg/g AZA uygulanan gruptaki bireyler kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 6liim oraninda istatistiksel a¢idan bir degisiklik gozlenmemistir, pupa
gecme ve pup evresinin siiresinin arttigi kaydedilmistir. Ayrica ergin bireylerde kisa kanat
olusumu seklinde morfolojik bozukluklar agiga ¢ikmistir. Diger deney grubuna 4 ug/g
AZA uygulanmigtir ve deney, gruptaki tiim bireylerin 6liimi ile sonuglanmustir. Larval
evrenin normalden uzun oldugu ve giderek siyahlasarak sonunda 6liimiin gergeklestigi

not edilmistir.

AZA’nin Spodoptera litura (F.)’da protein ekspresyonuna olan etkileri
Ol¢iilmiistiir. Larva, pup ve ergin bireyler iizerinde calisiimis olup 10 proteinin ciddi
Olciide AZA uygulanmasindan etkilendigi kaydedilmistir. Bu proteinlerin altis1 hiicresel
etkileri oldugu i¢in gorece daha 6nemli proteinlerdir. Deri degistirmede gorev alan
ekdizon hormonunun (Ishimo ve Kitamoto, 2010) reseptorii gorevi goren protein de bir
bagka etkilenen proteindir. Disi bireylerin AZA’ya daha fazla tepki gosterdigi
belirlenmistir (Huang ve ark, 2004).

AZA’nin  Labidura riparia yumurtalar1 {izerindeki etkilerini inceleyen
biliminsanlar1 yaptiklar1 deney sonucunda AZA’nin yumurta gelisimini negatif yonde
etkiledigini vurgulamiglardir. Etanol igerisinde 0,5 pg, 1 ug, 2 pug ve 3 pg AZA’y1
¢ozdiikten sonra her bocege her dozda 1-6 pg miktarinda uygulama yapilmustir. incelenen
yumurtaliklarda ve folikiillerde bozulmaya sebep oldugu gézlenmistir. Folikiil agirhiginda

ve uzunlugunda da azalma meydana gelmistir (Sayah ve ark., 1996).

Sezer ve Ozalp (2011), AZA’nin G. mellonella larvalarinin total glikojen
miktarina etkilerini 6l¢mek amagli bir deney yapmislardir. Deneyde 1,00, 2,00, 4,00, 6,00
mL/100 g konsantrasyonlar1 kullanilmis ve elde edilen sonuca gére doz oranina baglh
olarak total glikojen miktarinin azaldigini not etmislerdir. En yiiksek azalma 6,00 mL/100
g uygulanan grupta gerceklesmistir. Kontrol grubuyla kiyaslama sonucu 1,00 mL/100 g
AZA uygulanan grupta bir degisik gdzlenmemistir.



Margosan-O 3 mg/ml AZA igeren bir insektisit ¢esididir. Spodoptera littoralis
larvalarina uygulanan Margosan-O etkileri incelenerek yapilan ¢alismada larval evrenin
normalden daha uzun oldugu gézlenmistir. Ayrica Margosan-O ergin birey oraninda da
azalmaya sebebiyet vermistir. Oliim oranmi arttiran Margosan-O %0,1 oraninda
uygulandigr zaman; deney, tiim larvalarin 6liimiiyle sonuglanmistir (Haubruge ve ark.,

1994).

Er ve ark. (2017) ¢alismalarinda AZA’nin G. mellonella ergin bireylerinin ortaya
¢ikma siirelerine, Omiir uzunluklarmma ve iireme verimine etkilerini incelemislerdir.
Calismada 1, 5, 10, 50, 100 ppm dozlar1 kullanilmigtir. Sonuglara gére ergin bireyin ortaya
cikis siiresi 100 ppm dozunda artis gostermistir. Omiir uzunlugunda ise en fazla 1, 5, 10
ppm dozlarinda etki gézlenmis ve bu dozlarda 6dmiir uzunlugu kisalmistir. Birakilan
yumurtalar incelendiginde 5 ppm doz uygulanan grubun en az yumurta birakan grup
oldugu gozlenmistir. Birakilan yumurtalarda da saglik orani en diisiik grup yine 5 ppm

doz uygulanan gruptur.

AZA’nin Bemisia tabaci yumurtalarindaki ve larval gelisim siirecindeki etkileri
incelenmistir. Elde edilen sonuglara goére yumurta aciliminda herhangi bir etkiye sahip
olmayan AZA, larval gelisim siirecinde ve ergin evreye ulasma oraninda olumsuz etkilere
sahiptir. Doz arttikca ergin evreye ulasan birey sayisi azalmistir. Birinci ve liclincli donem
larvalardaki AZA etkileri de incelenen calismada her iki deney grubunda da uygulanan
doz artigina bagl olarak 6liim oraninin arttig1 tespit edilmistir. Ergin bireylerin yumurta
birakma oranlarinda ise istatistiki olarak AZA’ya baglh bir fark bulunmamistir (Gogmen
ve ark., 2007).

Gelbic ve Nemec (2001) galismalarinda metirapon, neem yagi ve AZA’nin hem
G. mellonella hem de S. littoralis bireyleri tizerindeki etkileri incelemislerdir. Elde edilen
sonuglarda AZA’nin doza baglh olarak pup agirhigint arttirdigi, pup evresini kisalttigi,
hem larval evrede hem pup evresinde G6liim oraninda onemli bir degisiklige sebep

olmadig1 ve ergin bireyin biraktigi yumurta sayini azalttigi gézlenmektedir.

AZA’nin bocekler tizerindeki deri degisimine etkisini inceleyen biliminsanlari
%10’luk etanol igerisinde ¢oziinmiis farkli dozlardaki (0,00098 ug’dan 16 pg’a kadar)
AZA’y1 5. larval evredeki Oncopeltus fasciatus bireylerinin 1. ve 2. abdominal

segmentleri arasindan enjekte etmislerdir. Uygulama sonrasi diisiik dozlarin uygulandigi



bireylerde bir sonraki deri degistirme evresine gelmeden Oliim oranlarinda artis
gozlenmistir. Orta dozlarin uygulandigi bireylerde deri degisimi Oncesi 6lim orani
%100’e yakinken yiiksek dozlarin uygulandigi bireylerin %100’{inde de deri degisimi

oncesi 6lim gézlenmistir (Dorn ve ark., 1986).

Beckage ve ark., 1988 yilinda yayinladiklari makalede 10 pg dozunda AZA
uygulanan Manduca sexta larvalarinda normal pup bi¢imini gozlemleyememislerdir.
Ayrica erken pup donemlerinde ve pup evresinde Oliimler kaydetmislerdir. Diger bir
uygulama dozu olan 5 pg verilerinde ise yine gelisme ve pup evrelerinde bozukluklar ve

6lum artiglar1 not edilmistir.
1.4. Boceklerde Bagisiklik Sistemi ve Hemositler

Bilindigi iizere bocekler diinya iizerinde sayica en fazla olan canlilardir. Bunun
sebeplerinden bir tanesi mitkemmel bir bagisiklik sistemine sahip olmalaridir (Bergin ve
ark., 2006). Sahip olduklar1 bagisiklik sistemi zamanla birtakim degisikliklere ugrayarak
stirekli olarak gelismistir (Brodeur ve Vet, 1995). A¢ik dolasim sistemine sahip olmalari
da bagisiklik sistemlerinin kuvvetli olmasimnin bir etkenidir (Dubovskiy ve ark., 2016).
Hemolenf (viicut s1visi), hemosdl adli viicut boslugu igerisinde serbestge dolasir (Rosales,
2011). Boylece bocekler, zararlilara karst hizli yanit verme avantajina sahip olurlar. Bu
durum zararlmin viicut i¢inde yayilma hizimi arttirdigi i¢in ayni zamanda da bir
dezavantajdir (Dubovskiy ve ark., 2016). Hemolenfin besin tasima, bosaltim artiklarini
tasima gibi gorevleri de bulunurken solunumda bir gorevi yoktur (Rosales, 2011).
Bilimsel aragtirmalarda memeli canlilarin kullaniminin degeri ekonomik olarak oldukca
yiiksektir. Buna ek olarak etik degerler de memeli canli kullanimini uygun
bulmamaktadir. Fakat boceklerin sahip olduklari antimikrobiyal savunma sistemi gibi
karmasik savunma sistemi, diger omurgasizlara oranla memeli canlilarla daha fazla
benzerlik gosterir. Bu sebeple bilimsel ¢alismalarda memeli canlilardaki toksik etkileri
O0grenmek i¢in en benzer sonuglar1 veren bocekler kullanilmaktadir (Ramarao ve ark.,

2012).

Boceklerin hayatta kalmalari i¢in sadece bagisiklik sistemleri degil ayn1 zamanda
fiziksel yapilar1 da gelismistir. Sahip olduklar sert kutikula tabakasi sayesinde disaridan
gelen tepkilere ilk yanit1 verirler. Kutikula karbonhidrat ve proteinden olusan cansiz bir

yapidir (Brey ve ark., 1993). Fiziksel savunmayi kutikula tabakasiyla saglarlar.



Boceklerde hem dogustan gelen hem de zamanla kazanilan iki savunma sistemi

bulunmaktadir (Marmaras ve Lampropoulou, 2009).

Bagisiklik sistemiyle alakali olarak oldukca fazla ilerleme kaydedilmesine
ragmen savunma mekanizmasi tam olarak ¢oziilebilmis degildir. Bocek bir saldiriya
maruz kaldiginda hemositler birbirleriyle uyumlu sekilde yaray: iyilestirmek igin bir
araya gelirler fakat her hemositin farkli bir goérevi vardir (Lackie, 1988). Mesodermal
kokenli kok hiicrelerden olusan (Rosales, 2011) hemositler; hemolenfin pihtilasmasindan
zararlilan etkisizlestirmeye kadar bir¢ok gorev alirlar (Xylander,2009). Bazi
biliminsanlar1 daha farkli sonuglar elde ettiklerini iddia etmelerine ragmen genelde
hemosit ¢esitleri kendi i¢lerinde morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore bese (Sekil
1.3) ayrilirlar (Dubovskiy ve ark., 2016) fakat her hemosit ¢esidi her bocekte
bulunmamaktadir (Rosales, 2011).

Prohemositler: Toplam hemosit miktart ile degerlendirildiginde %1-7 arasinda bir
oranda bulunurlar (Levin, 2007). Hemositlerin kok hiicresi gibi degerlendirilen bu
hemosit ¢esidi genellikle boceklerin larval evrelerinde daha fazla bulunmaktadir. Oval
sekilli ve 4-10 pm boyutlarinda kiigiik hiicrelerdir (Lackie, 1988; Levin, 2007). Sahip
olduklar1 nukleusun neredeyse hiicre boyutunda olmas: ile dikkat ¢ekicidirler (Levin,
2007).

Plazmatositler: Tim hiicresel savunma mekanizmalarinda gorev alirlar.
Lizozomal enzim igerirler (Lackie, 1988). Olduk¢a az sayida graniil iceren hatta bazen
hi¢ graniil icermeyen plazmatositler, mikroskopta 8-10 um boyutlarinda yuvarlak ya da
ig seklinde uzamis olarak goriiniirler (Ribeiro ve Brehélin, 2006; Wu ve ark., 2016; Levin,
2007). Hemolenfte en fazla bulunan hemosit ¢esididir (Levin, 2007). Tem
mikroskobunda yapilan incelemelere gore pinositik vezikiil ve vakuol bulundurmaktadir
(Ribeiro ve Brehélin, 2006). Biiyiik bir nukleusa sahip olan plazmatositler (Wu ve ark.,
2016) ayn1 zamanda ¢ok sayida endoplazmik retikulum ve mitokondriye de sahiptirler
(Hall,1983; Levin, 2007). Bir¢ok biliminsanina goére temel gorevlerinden biri
enkapsiilasyon mekanizmasinda olusturulan tabakanin kalinlasip saglamlagsmasini
saglamaktir. Fagosite etme yetenegi konusunda ise biliminsanlari arasinda bir uzlagsma
saglanamamistir (Ribeiro ve Brehélin, 2006). Yine de birgok bilim insanina goére tiim

hiicresel savunma mekanizmalarinda gorev almaktadir (Levin, 2007).
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Grantilositler: Yaklasik 8-12 um boyutlarinda, yuvarlak sekilli hiicrelerdir. Kii¢iik
sayilabilecek bir nukleuslar1 vardir (Wu ve ark., 2016). Graniilositlerin fonksiyonuna
uygun sekilde gelismis endoplazmik retikulum yapisi bulunmaktadir. Lizozomlar ve
serbest ribozomlar bol bulunurken mitokondri sayisindaki azlik gbze c¢arpmaktadir
(Levin, 2007). Fagosite etme yetenekleri gelismis olmasina ragmen fagosite
edilemeyecek boyutlardaki zararli maddelere kars1 ilk tepkimeyi gerceklestiren hiicreler
olmalar1 sebebiyle 6zellikle enkapsiilasyon tepkimesi i¢in olduk¢a 6nemlidirler (Ribeiro
ve Brehélin, 2006; Levin 2007). Bocekler bir yaralanmaya ya da zararliya karsi savunma

yaparken graniil i¢erigini salarlar (Levin, 2007).

Sferositler: Piitiirlii yapilariyla taninan sferositler 10- 15 um boyutlarinda oldukga
biiyiikk yuvarlak hiicrelerdir. Sahip olduklari nukleusun kiiciik oldugu sdylenebilir.
Icerdikleri graniil yapisi ise oldukga biiyiiktiir (Wu ve ark., 2016). Hemolenf igersinde
¢ok az miktarda bulunurlar (Hall, 1983). Hiicresel boyutta incelendiklerinde ribozom,

golgi aygiti, mitokondri ve endopazmik retikulum icerdikleri gozlenebilir (Levin, 2007).

Onositler: Diger hemositlerle kiyaslandiginda gérece daha biiyiiklerdir, boyut
olarak 25 um’den biiyiikk olduklar1 sdylenebilir (Ribeiro ve Brehélin, 2006). Opak ve
yanlardan basik sekilde bulunurlar (Hall, 1983). Boyutlarinin biiyiikliigiine ragmen
nukleuslar1 oldukga kiigliktiir (Wu ve ark., 2016). Hemolenf igerinde oldukca seyrek
bulunurlar. Tam olarak gorevleri bilinmemekle birlikte profenoloksidaz (proPO)
icermeleri sebebiyle bagisiklik sistemine katkilart oldugu disiiniilmektedir (Lackie,
1988). Hiicre igerisinde diger organellerle kiyaslandiginda ribozom sayisinin fazlalig
gbze ¢arpmaktadir. Diger organeller ise ¢ok gelismis degildir (Ribeiro ve Brehélin, 2006;
Levin, 2007). Igerdikleri graniil yapilarimin boyutu ise kiigiiktiir (Wu ve ark, 2016).
Growth-blocking peptide (GBP) gibi biiyiime-gelismede etkili 6nemli proteinleri igeren
hemositlerdir. Melanizasyonda, yaralanmalarda ve hiicresel savunma tepkimelerinde
gerekli ve etkili olan pro-PO igerdigi de daha dnceki ¢alismalarda gosterilmistir (Levin,
2007).
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Sekil 1.3. Bocek hemositlerinin goriiniimleri. PR: Prohemosit, PL: Plazmatosit, GR:

Graniilosit, SP: Sferosit, CO: Onosit (Nation, 2002)

Bocekler mikrobiyal etkenlere karst dogustan sahip olduklari savunma sistemiyle
yanit verirler ve bu sistemin mekanizmasi insan ve memelilerdeki mekanizmayla ciddi
oranda benzerdir (Nainu ve ark., 2015). Dogustan sahip olduklart bagisiklik sistemi
humoral ve hiicresel bagisiklik sistemi olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Humoral
bagisiklik sisteminde savunma yontemlerinden birinde pihtilasmaya sebep olan proteinler
sayesinde zararli etkisizlestirilir. Diger bir yontem olarak antimikrobiyal peptit
olustururlar. Melaninlesme de bir humoral bagisiklik sistemi tepkimesidir (Vilmos ve
Kurucz, 1998; Tunaz, 2004). Hiicresel bagisiklik sistemi ise li¢ mekanizma seklinde
incelenir. Bunlar fagositoz, nodiilasyon ve enkapsiilasyondur (Levin, 2007; Wu ve ark.,
2016; Er ve ark., 2017). Hiicresel bagisiklik sistemiyle kiyaslandiginda humoral
bagisiklik sistemi daha yavas gergeklesir (Rosales, 2011).

Fagositoz gorece kiigilik zararlilara kars1 etkilidir. Enkapsiilasyon ve nodiilasyon
ise bliylik hacimli zararlilara karsi gelistirilen ve oldukca etkili olan yontemlerdir
(Xylander, 2009; Dubovskiy ve ark., 2016; Tunaz, 2004). Ozellikle enkapsiilasyon,

oldukga biiyiik zararllari etkisizlestirme i¢in gosterilen en 6nemli tepkimedir (Hall, 1983;
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Brodeur ve Vet, 1995; Choi ve ark., 2002). Fagositozun etkili olamadigi maddelerde
enkapsiilasyon tepkimesi hem aktif (zarar verme, yok etme) hem pasif (uzaklastirma)
sekilde gorev alir. Enkapsiilasyon tepkimesi hem zararli maddenin sekil, biiyiikliik gibi
morfolojik 6zelliklerine hem de konagin yasi, boyutu, beslenme sekli gibi 6zelliklerine
gore bireyden bireye farklidir (Brodeur ve Vet, 1995). Parazitoit yamurtalar1 ve larvalari,
protozoa ve nematod gibi zararlilara kars1 fagositozun etkisiz kaldigi gézlenmekte ve bu
gibi durumlarda enkapsiilasyon yanitinin olustugu bilinmektedir. Bu zararlilara karsi
olusturulan yanit baz1 durumlarda nodiilasyon seklinde de isimlendirilir (Pech ve Strand,
1996; Choi ve ark., 2002; Fauvarque ve Williams, 2011).

Fagositoz, zararli maddelere kars1 gelistirilmis yutarak etkisizlestirme yontemidir
(Lackie, 1988; Sideri ve ark., 2007). Zararli maddenin boyutu bocek tarafindan gosterilen
savunma tepkisini belirlemekte temel sebeptir. Boyut olarak kiigiik maddelere karsi
fagositoz mekanizmasi devreye girer. Buna ragmen madde kiigiik fakat say1 olarak fazla
ise fagositoz yerine diger savunma mekanizmalar1 devreye girer (Lackie, 1988).
Fagositoz tepkimesi 6zellikle insan hiicrelerinde daha c¢ok arastirilmistir. Bu sebeple

fagositoz bilgisinin kaynagi insan hiicre kiiltiirleridir (Fauvarque ve Williams, 2011).

Fagositozun bazi biliminsanlarinca plazmatositler tarafindan gergeklestirildigi
savunulur (Lackie, 1988; Richards ve Parkinson, 2000). Ikincil olarak graniilositlerin de
fagosite etme yetenekleri vardir (Lackie, 1988). Bir¢ok arastirmaciya gore ise plazmatosit
ve graniilositler fagositoz gerceklestiren temel iki hemosit tipidir (Levin, 2007).
Sindirilecek maddenin boyutu ortalama olarak 0,5 pm’den kiigiiktiir. ilk ortaya ¢ikan
hiicresel savunma mekanizmas1 oldugu diisiiniilen fagositozun evrimsel sliregte

korundugu da kanitlanmistir (Rosales, 2011).

Fagositoz yabanci maddenin tespiti ile baglar. Taninan yabanct maddenin
cevresinde olusturulan yalanci ayaklarla maddeyi yutma eylemi gerceklestirilir. Hiicre

icine alinan maddenin sindirilmesiyle sonlanir (Levin, 2007).

Bir canli hem disaridan gelen zararlilara karsi hem de olen hiicre artiklarini
sindirmek icin fagositoz tepkimesi gosterir. Boylece canli, yasaminin erken evrelerinde
apoptoz sonucu olusan vezikiilleri sindirerek doku ve organ olusumunu fagositoz ile

diizenler (Rosales, 2011).

Nodiilasyon kii¢iik boyutlarda birgok zararlinin ayni anda hemositler tarafindan
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cevrelenip bir g¢esit tuzak icine alinmasi seklinde gerceklesen savunma tepkimesidir.
Bakteri ve mantar gibi zararlilarin konak canliyla temasinin kesilmesindeki en etkili, hizli
ve uygun tepkimedir. Yiiksek miktardaki cansiz maddelere karsi da nodiil olusumunu
gormek miimkiindiir. Fagositozun gerceklesemeyecegi boyutlardaki zararli istilasinda
gosterilen bir tepkime olmakla birlikte boyut disinda zararli sayisi da énemlidir. Cok
sayida zararli nodiilasyon tepkimesi sayesinde ayni anda etkisiz hale getirilebilir (Levin,
2007; Rosales, 2011; Dubovskiy ve ark., 2016). Enkapsiilasyon ve nodiilasyon
birbirlerine ¢ok benzeyen fakat bazi farkliliklar igceren tepkimeler olduklari igin bazen

ikisi i¢in de enkapsiilasyon terimi kullanilmaktadir (Dubovskiy ve ark., 2016).

Nodiilasyon antimikrobiyal molekiillerle birlikte zararliyla temastan ¢ok kisa bir
slire sonra zararliy1 gevrelemek suretiyle baslar. Bu tepkimenin baglamasina sebep
bakteri, mantar, virlis, omurgali eritrositleri, ksenogenik 16kositleri, protozoon parazitleri
ya da cansiz zararli nesneler olabilir. Nodiilasyon zararliy1 kapana kistirmak olarak
tanimlanabilir (Lackie, 1988). Nodiilasyonda belli bir hemosit ¢esidi degil tiim hemositler
gorev alirlar. Siirekli yeni hemositlerin katilimiyla nodiil yapisi biiyiir. Enkapsiilasyonda
oldugu gibi bazi durumlarda melaninlesme de gozlenebilir. Eikosanoid hormonlarin
nodiilasyonda ciddi gorevler aldig1 birgok arastirmada ortaya ¢ikmistir (Rosales, 2011).
Nodiilasyon tepkimesi 24 saat i¢inde gergeklesip bitmis olur (Levin, 2007).

Enkapsiilasyon yabanci madde ile hemolenfin temas ettikten sonraki ilk birkag
dakika icinde baslayan bir tepkimedir. Konak ve zararli tiire gore enkapsiilasyonun
tamamlanma siiresi 2 ila 24 saat arasinda degismektedir. Zamanla kapsiil daha da belirgin
olurken tamamlanmasi 72 saati bulabilir (Dubovskiy ve ark., 2016). Ortalama olarak

dordiincii giin zararl 6ldiiriilmiis, etkisiz hale getirilmis olur (Hall, 1983).

Enkapsiilasyon hemositlerin ortak bir tepkimesidir. Bu sebeple yayilan hemositler
yani zararliyla ilk temasa gegen graniilositler icerdikleri graniil yapilarini digari salarak
(Ribeiro ve Brehélin, 2006) diger hemositlerin igerdikleri proPO enzimini agiga
cikarmalarini saglarlar (Dubovskiy ve ark., 2016). Graniilositler ve plazmatositler daha
onemli gorevlere sahip olduklari igin enkapsiilasyon icin birinci derece Onemli
hemositlerdir (Turnbull ve ark. 2004). Genelde tek baslarina enkapsiilasyonda gorev
almazlar fakat graniilositlerin bulunmama durumunda plazmatositler tek baslarina

enkapsiilasyonu baglatabilirler (Lavine ve Strand, 2001).
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Tepkimeler hemositlerin yabanct maddeye temasi ile baglar (Dubovskiy ve ark.,
2016). Enkapsiilasyon tamamlandiginda hemositler bir¢ok tabaka olusturmus olur
(Lackie, 1988). Genelde ilk temasta bulunan grantilositler (Pech ve Strand, 1996);
plasmatositleri uyaran plasmatocyte spreading peptide (PSP)’i ve igerdikleri graniil
yapisini salarak diger hemositlerin tepkimeye katilmalarini saglar (Lavine ve Strand,
2001) Daha sonra yayilip yassilasan bu hemositlerin kiimelesmesinden sonra ise
melanizasyon tepkimesi goOzlenebilir. Fakat melanizasyon her enkapsiilasyon
tepkimesinde gozlenmeyebilir (Pech ve Strand, 1996; Fauvarque ve Williams, 2011).
Enkapsiilasyon ile hemositler tarafindan zararlinin canliyla etkilesimi fiziksel olarak da

engellenmektedir (Wani ve ark., 2017).

Enkapsiile etme islemi esnasinda humoral bagisiklik sistemi de yanit olusturarak
daha kuvvetli, ortak bir savunma gergeklestirilir. PRR (pattern-recognition receptors)’ler
ile alman ilk sinyalin ardindan hemositler zararlinin etrafina yapismaya ve lizerinde
yayllmaya baglarlar. Melanizasyon ile olusturulan kapsiilin daha dayanikli olmasi
saglanir (Dubovskiy ve ark., 2016). Hiicresel ve humoral bagisiklik sistemleri birbirlerini

tetiklemesiyle miikemmel bir savunma gergeklesir (Rosales, 2011).

ProPO humoral savunma sistemi olan melanizasyonun ger¢eklesmesinde
kullanilan enzimdir. Ayrica hiicrelerin zararliya yapismasinda da gorev alir. Bu sekilde
zararhmin etkinligi daha giiglii bir sekilde engellenmis olur. Fenoloksidaz (PO) ise
bdceklerin hemolenf ve kiitikulalarinda inaktif sekilde mevcuttur. Genellikle zararliyla
ilk tepkimeye giren graniilosit ve plasmatositlerin icerdikleri graniil yapisim1 disar
salmalarinin ardindan proPO ve kalsiyum iyonlarinin salimi goézlenir. Graniillii
hemositler proPO sentezinde en fazla gérev alan hemosit ¢esididir. Baz1 reaktif oksijen
(ROS) ve reaktif nitrojen (RNS) tiirlerinin melanizasyonda goérev aldigi birgok

arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Dubovskiy ve ark., 2016).

Hiicresel yanitin en 6nemli asamalari olarak hiicrelerin zararliya dogru yonelmesi,
kapstillesme, hemolenfin pihtilagsmasi1 gibi ilk anda gergeklesen olaylar siralanabilir
(Dubovskiy ve ark., 2016). Enkapsiilasyonun gerceklesme asamalar1 ise su sekilde
(Lackie, 1988; Pech ve Strand, 1996; Wiegand ve ark., 2000; Lavine and Strand, 2001,

Fauvarque ve Williams, 2011; Dubovskiy ve ark., 2016) siralanabilir;
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o Yabanct madde varligi tespit edilir ve hemositlerle madde arasinda bir iletisim

kurulur

o Graniilositler maddeyle ilk temasi saglarlar ve graniil icerigini salarak oncelikle

plazmatositler olmak iizere tiim hemositler uyarilir ve hedefe dogru gagirilir

. Zararliya yapisan grantilositler yayilarak ilk yassi tabakay1 olustururlar,
. Diger hemositlerin de katilimiyla ¢ok katli bir kapsiil yapist olusturulur,
. Olusturulan tabakalar arasinda mevcut olan bosluk hiicre i¢i yogun bir materyalle

doldurularak kapsiil saglamlastirilir,

o [k temasta bulunan graniilositlerin parcalanmasindan sonra ikinci bir graniil

tabaka olusturulur ve enkapsiilasyon tamamlanir,
o Olusturulan kapsiil melanize olabilir.

Melanizasyon, tirozinin doniiserek siyah melanin pigmentinin olusmasiyla
sonuclanan birgok reaksiyonun gergeklesmesi ile meydana gelen bir yanittir. Bu
reaksiyonlarda 6zellikle PO (Sekil 1.4) olmak iizere bir¢ok enzim rol oynar (Vilmos ve
Kurucz, 1998; Nappi ve Ottaviani, 2000; Sideri ve ark., 2007; Marmaras ve
Lampropoulou, 2009; Fauvarque ve Williams, 2011). Melaninlesmeye sebep olan PO
salmim1 hemositlerde gergeklesir (Vilmos ve Kurucz, 1998) ve proPo igeriginin yiiksek
olmasindan dolay1 6nositler 6n plandadirlar (Ribeiro ve Brehélin, 2006). Yara tedavisi,
kanin pihtilagmasi, viicutta bulunan bir zararlinin viicutla etkilesiminin kesilmesi gibi
olaylarda melanizasyon gozlenir (Fauvarque ve Williams, 2011). Hemositlerle
zararlilarin temasindan sonra PO, mikrobiyal peptidoglikan, baz1 molekiil ve enzimler
sayesinde melaninlesme siireci baslamis olur (Rosales, 2011). Melanizasyonun tirozin
metabolizmasiyla iliskili oldugu belirtilmistir. Hiicreler tarafindan salinan PO ile
etkilenen tirozin Dopa (dihydroxy-phenyl-alanine)’ya doniisiir. Dopa ise melanin
pigmentinin olusumuyla sonuc¢lanan kimyasal silireglerden gecer (Marmaras ve

Lampropoulou, 2009).
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Sekil 1.4. Hemositlerdeki PO yolagiyla gergeklesen tirozin metabolizmasi (Marmaras
ve Lampropoulou, 2009)

Antimikrobiyal peptit olusumu da omurgasizlardaki olduk¢a 6nemli olan bir
bagka humoral bagisiklik tepkimesidir. Antimikrobiyal peptitler boceklerde esas olarak
fat body tarafindan sentezlenir ve salimir (Nappi ve Ottaviani, 2000; Wojda ve
Jakubowicz, 2007). Fakat ikincil olarak hemositler, bagirsak bezleri, tiikiirik bezleri,
kutikular epitel hiicreleri (Brey ve ark., 1993) ve iireme yapilar1 da antimikrobiyal peptit
olusumuna katilabilirler (Vilmos ve Kurucz, 1998). Antimikrobiyal proteinler oldukca
kiigiik proteinlerdir ve bir tepkime esnasinda bir araya gelerek cevap olustururlar (Wojda
ve ark., 2009). En 6nemli antimikrobiyal peptitler sekropinler ve attasinlerdir (Daffre ve
ark., 1994). Gallerimisin, galiomisin, morisins ve gloverins de G. mellonella’da bulunan
onemli antimikrobiyal peptitlerdendir (Wojda, 2016). Antimikrobiyal peptit olusumuna
baslanmasi i¢in PRR’lar tarafindan zararlinin varligina iligkin sinyal alinir (Rosales,
2011). Yapilan arastirmalar sonucunda 150’den fazla antimikrobiyal peptit tespit
edilmistir (Levin, 2007). Igerdikleri amino asit sayis1 genelde 15 ila 40 arasinda
degismektedir (Boman ve ark., 1991). Lizozim boceklerde G. mellonella’dan elde
edilerek tanimlanan ilk antibakteriyel faktordiir ve bocek savunma sistemi i¢in oldukca

onemlidir ve olduk¢a erken tamimlanmistir. Lizozim bakterilerdeki peptidoglikan
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tabakasinin B-(1,4)-glikosidik bagini kopararak zarar veren bir enzim olarak calisir

(Daffre ve ark., 1994; Boman ve ark., 1991).

Hemolenfin pihtilasmasi ile ilgili elde edilen bilgilerin diger eklembacaklilarla
kiyaslandigi zaman bocekler igin oldukg¢a azdir (Theopold ve ark., 2002). Hemolenfin
pihtilagmasi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda iki mekanizma bulunmustur. Bunlardan biri
Leucophaea maderae ve Locusta migratoria iizerinde c¢alisilmis digeri ise Lymulus
polyphemus tiirii iizerinde ¢alistlmistir. ilk mekanizmada Ca?* oramiyla iliski olarak
hemositlerin transglutaminaz salinimi sonucu pihtilasmaya sebep olan proteinler
katalanizlenir. Ikinci mekanizmada serin protein ailesinin aktivitesi sonucu pihtilasma
gerceklestigi gozlenmistir (Vilmos ve Kurucz, 1998). Hiicre pihtilasmasinda baska
bilesenlerle birlikte aktiflesen birgok hiicresel ve humoral bilesen mevcuttur (Theopold

ve ark., 2002).
1.5. Boceklerde Bagisikhik Sistemi ve Hemositler ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Brodeur ve Vet, 1995 yilinda karsilagtirmalt bir c¢alisma yapmuslardir.
Enkapsiilasyon tepkimesinde parazitoit dnemini incelemek i¢in iki benzer tiir olan
Cotesia rebucula ve C. glomerata tiirleri ile ¢alismislardir. Calismada konak canli olarak
da Pieris brassicae, P. rapae ve P. napi tiirlerini kullanmiglardir. Elde ettikleri sonuglara
gore C. glomerata yumurtalarinin tiim konak canlilar iizerinde yasam oranlari daha
yiiksek ¢ikmistir. Konak canlinin yasinin da enkapsiilasyon i¢in oldukga etkili oldugu
kaydedilmistir.

Canl1 (2017) yaptig1 ¢calismada 5 farkli dozda (100, 500, 1000, 2000, 3000 ppm)
titanyum dioksit (TiO2) nanopartikiiliiniin G. mellonella larvalarimin hemositlerinde
enkapsiilasyon ve melanizasyon yanitlarina etkileri incelemistir. Elde edilen sonuglara
gore 4 saatlik enkapsiilasyonda enkapsiile olmamis boncuk sayisinda 1000 ppm dozunda
artis ortaya cikmistir. Enkapsiile olmamis boncuk sayisinda diger dozlarda ve zayif
enkapsiile olmus boncuk sayisinda bir farklilik olmazken gii¢lii enkapsiilasyonda 3000
ppm dozunda 6nemli bir artis gdzlenmistir. 24 saatlik enkapsiilasyon durumunda kontrol
grubuyla deney gruplar arasinda bir farklilik kaydedilmemistir. Ayni ¢alisma icerisinde
incelenen 4 saatlik melanizasyon durumunda 500 ppm dozunda melanize olmamis
boncuk sayisinda azalma gozlenirken 5000 ppm dozunda 6nemli bir artis tespit edilmistir.

Zayif melanizasyon durumunda 100, 1000 ve 5000 ppm dozlarinin azalmaya sebep
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oldugu belirtilmistir. Orta ve giiclii melanizasyon durumlarinda ise doza bagli bir farklilik
gbzlenmemistir. 24 saatlik melanizasyon durumunda melanize olmamis ve orta melanize
olmus boncuk sayilarinda farklilik gozlenmeyen calismada zayif melanize olmus boncu
sayilarinda 3000 ppm dozunda onemli bir yiikselme olmustur. Giiglii melanizasyon

durumunda ise 500, 1000 ve 2000 ppm dozlarinda azalma oldugu kaydedilmistir.

Gagen ve Ratcliffe (1976) G. mellonella ve P. brassicae larvalarina oldiiriilmiis
ve canli Bacillus cereus enjekte ettikten 5, 15, 30 ve 60 dakika sonra boceklerdeki hemosit
miktariin degisimini 6lmiuslerdir. Elde ettikleri veriye gore ilk 5 dakika i¢in iki bocek
tirtinde ve iki bakteri grubunda da en yiiksek diisiis gézlenmistir. Sonraki dakikalarda ise

kontrol grubuyla kiyaslamada hemosit miktarinin diisiik oldugu tespit edilmistir.

Parazitoit venomunun konak iizerindeki enkapsiilasyon davranisina etkisinin
belirlenmesi igin yapilan ¢alismada Pimpla hypochondriaca ergin disilerinden elde edilen
venom Lacanobia oleracea larvalarina uygulanmistir. Kontrol grubuna sadece PBS
enjekte edilmis deney gruplarindan birine 16 pg (2 pl) digerine 32 pug (4 pl) venom
enjekte edilmistir. Uygulamadan iki saat sonra boncuklar enjekte edilmistir. Caligmada
Sephadex A-25 kramatografi boncuklari kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore 24 saat
sonra kontrol grubundaki tiim boncuklar enkapsiile olurken 16 pg venom uygulanan
grupta enkapsiilasyon yetenegi yaklasik olarak yar1 yariya diismiistiir. Son olarak 32 ug
venom enjekte edilen grup neredeyse hi¢ enkapsiilasyon yaniti olusturamamistir

(Richards ve Parkinson, 2000).

Yilmaz (2013) yiiksek lisans ¢alismasinda 100.000, 200.000 ve 300.000 ppm
dozlarinda aliiminyum kloriirii besine ilave ederek larvalara uygulamistir. Elde edilen
sonuglara gore aliiminyum kloriir higbir dozda G. mellonella larvalarinin hemosit sayilari
tizerinde bir degisiklige sebep olmamistir. Aynm1 ¢aligmada elde edilen diger bulgulara
gore aliiminyum klortir G. mellonella larvalarinin gelisim siirelerini kisaltmigtir. Larva,
pup ve ergin agirhiklarinda bir farklilik yaratmayan aliiminyum kloriir erginlesme
siirelerinde degisiklige neden olmustur. En yiiksek doz olan 300.000 ppm’de
erginlestirme siiresini kisaltirken diger dozlarda bu siireyi uzatmistir. Ergin bireylerde

Omiir uzunlugu ise her ii¢ dozda da azalmistir.

Eskin (2017) ¢alismasinda giimiis ve ¢inko oksit nanopartikiillerinin G. mellonella
hemositleri tizerindeki etkilerini incelemistir. Calismada 100, 500, 1000, 3000 ve 5000
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ppm dozlar1 kullanilmistir. Calisma sonuglarina gore ¢inko oksit nanopartikiillerinin 1000
ppm ve tizeri dozlarinda hemosit sayisinin azalttigi, gimiis nanopartikiillerinin ise 500
ppm ve iizeri dozlarda hemosit sayilarini azalttigi tespit edilmistir. Calisma kapsaminda
enkapsiilasyon ve melanizasyon tepkimelerini degerlendiren Eskin’in ¢alismasinin
sonuclarina gore glimiis nanopartikiilleri 4 ve 24 saatlik enkapsiilasyon davranigina etki
etmez iken ¢inko oksit nanopartikiilleri 4 saatlik enkapsiilasyonda zayif enkapsiilasyonu
arttirir iken 24 saatlik enkapsiilasyonda bir etki géstermemistir. Glimiis nanopartikiilleri
4 ve 24 saatlik melanizasyon davranisina etki etmemistir. Cinko oksit nanopartikiilleri 4

ve 24 saatlik melanizasyon davranigini arttirici etkide bulunmustur.

Er ve ark. (2017)’nin c¢alismasi incelendiginde G. mellonella bireylerine
uygulanan AZA dozu arttik¢a nodiil olusumunun azaldigi gozlenmistir. Aynm sekilde

mitotik hiicreleri de etkileyen AZA, doz arttik¢a mitozu engelleyici etki gdstermistir.

Wojda ve ark (2009) yaptigi ¢alismada G. mellonella larvalarina Beauveria
Bassiana blastosporlar1 3 farkli dozda enjekte etmistir. Uygulamadan 24 saat sonra
hemolenften aldiklar1 6rnekler tizerinden humoral bagisiklik sistemi tizerindeki etkiyi
inceleyen Wojda ve ark., antibakteriyel aktivitede en diisiikk doz ile kontrol grubu arasinda
bir fark gozlemlememisken diger dozlarda Onemli derecede artis oldugunu
belirtmislerdir. Ayni ¢aligmada antifungal aktivite ve lizozom aktivitesi de incelenirken
deney sonuclarina gore iki tepkimede de doza baghh olarak aktivite yiikselisi

kaydedilmistir.

Wiesner ve Go6tz (1993) G. mellonella larvalarina silika boncuk enjekte edildikten
sonra olusan bagisiklik tepkimesi iizerine yaptiklari ¢calismada elde ettikleri sonuglara
gore larvalarda boncuklara kars1 kuvvetli bir hiicresel cevap ortaya ciktigi ve graniiler
hiicrelerin boncuklarla temasa gegtigini kaydetmislerdir. Boncuklarla graniiler hiicreler
salinan yapiskan graniiler yapu ile birbiriyle yapismistir. Plazmotositlerin de fagositoz ile
bir cevap olusturdugu not edilmistir. Bir hiicrenin alti boncugu fagosite ettigi
gbzlenmistir. Hemositler hidrofobik boncuklara karsi herhangi bir tepkime
gostermemislerdir. Bu boncuklar hemosél igerisinde kiiciik yag damlaciklar birakarak
serbest sekilde kalmiglardir. Birakilan damlaciklarla hemositler arasinda da bir tepkime

olusmamustir.

Altuntas (2011) calismasinda 6 farkli GAs dozu kullanmislardir. GAs yapay
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besine ilave edilerek G. mellonella larvalarinin hemositleri tizerindeki etkilerine
bakilmistir. Larvalarda toplam hemosit sayisinda doza bagli olarak degisiklik meydana
getirdigi saptanmistir. GA3z’in  hemosit tiplerinde ise bir farklilik gdstermedigi

kaydedilmistir.

Sak (2004)’1n ¢aligmasinda bir insektisit ¢esidi olan cypermethrin kullanilmistir.
Su yerine farkli dozlarda cypermethrin ilave edilerek hazirlanan besinlerle beslenen
bocekler tizerinde yapilan incelemeler sonucunda P. turionellae hemositlerindeki mitotik

aktvitenin cypermethrin uygulamasi sonucu azaldig kaydedilmistir.
1.6. Bocek Hemositlerinde Apoptoz Mekanizmasi

Cok hiicreli organizmalarda canlilig1 siirdiirebilmek i¢in hiicre boliinmeleri ile
hiicre 6liimleri belli bir dengede tutulmaktadir (Broker ve ark., 2005). Apoptoz canli i¢in
gerekli olmayan veya belli bir sebepten Otiirii gérevini yerine getiremeyen hiicrelerin ya
da yaralanmis hiicrelerin diger doku ve hiicrelere zarar vermeden ortadan kaldirilmasi
olayidir (Qiang ve ark., 2005). Yetiskinlerde homeostazinin korunmasi ve embriyonik
evrede organ olusumu apoptoz ile diizenlenir (Menze ve ark., 2010; Darakhshan ve
Ghanbari, 2013). Apoptoz programlanmis fizyolojik bir siirectir ve Yunanca diismek

anlamina gelen kelimelerden tiiretilip yaprak dokiimiine benzetilir (Giiles ve Eren, 2008).

Apoptoz baslamas: i¢in gerekli olan sinyalin geldigi yere gore dis yolak ve i¢
yolak olmak tizere iki apoptoz yolag: vardir. Hiicre disindan gelen sinyalin membranda
bulunan reseptdrelere baglanip sinyali hiicre i¢ine iletmesiyle baglayan yolak dis yolaktir.
Hiicre i¢cinden mitokondrilerden gelen bir sinyal ile baslayan yolak ise i¢ yolaktir.
Mitokondriler her iki yolak i¢in de olduk¢a 6nemi bulunan organellerdir. Dis yolak hiicre
gelisimleri ile 1lgili durumlarda aktif olan bir yolakken bir stres faktorii varliginda i¢ yolak
aktif olur (Broker ve ark., 2005; Menze ver ark., 2010). Bu iki yolakta da apoptoz
stirecinde kaspaz proteinleri goérev almaktadir ve kaspaz bagimli hiicre 6liimii seklinde de
isimlendirilmektedir. Baz1 durumlarda ise apoptoz siirecini baska proteinler yoneterek
kaspaz bagimsiz hiicre 6liimii adin1 alir (Constantinou ve ark. 2009). Kaspazlar proteinleri
aspartik asitlerinden kesen ve sistein igeren proteaz ailesidir (Menze ve ark., 2010).

Apoptoz esnasinda ilk 6nce kaspaz-3 etkinlesir (Takaki ve ark., 2013).

Apotoz ve nekroz hiicrenin iki farkli 6liim big¢imi seklinde tanimlanmustir.
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Apoptoz daha kontrollii ve diizenli bir bigimken nekroz hiicre kontrolii disindadir.
Apoptozda hiicre kendi Oliimiinii yonetir fakat nekroz hiicre disinda olusan bir
olumsuzluktan dolay1 aniden ortaya ¢ikan Sliim yoludur. Diger bir deyisle apoptozda
canli homeostazisini ve doku gelisimini saglamak i¢in hiicrenin kendi kendisinin
yonettigi bir siiregken nekroz beklenmedik bir zamanda ve siddetli bir yaralanma sonucu

ortaya ¢ikan bir siiregtir (Formigli ve ark., 2000; Broker ve ark., 2005).

Apoptozda hiicre biiziilerek kiigiiliir, kromozomlarda yogunlagsma gozlenir
(Takaki ve ark., 2013), membranda tomurcuklanmalar ortaya ¢ikar, membranin hiicre
icine bakan yilizeyinde bulunan fosfotidilserinler diger yiizeye gegerler ve apoptotik
cisimler olusturularak parcalanan hiicre diger doku ve hiicrelere zarar vermez. Olusan bu
apoptotik cisimler diger hiicreler tarafindan fagosite edilirler ve apoptozda inflamasyon
(Darakhshan ve Ghanbari, 2013) gozlenmez. Nekrozda ise hiicre siser ve patlar,
membran biitiinliigli korunamaz, hiicre igerigi salinarak diger doku ve hiicrelere zarar

verir (Constantinou ve ark., 2009).

Apoptozun hiicre i¢i diizenlemesinde gorev alan dnemli protein ailelerinden biri
de Bcl-2 ailesidir. Bax ve Bak gibi bazi iiyeleri mitokondrinin gegirgenligini arttirarak
sitokrom ¢ salinimini tetikleyerek apoptozu indiiklerken Bcl-2 ve Bel-Xi gibi tiyeleri de
aksine gecirgenligi azaltarak apoptozun baslamasini engellerler (Green ve Reed, 1998;
Broker ve ark., 2005).

Son zamanlardaki gelismelerle birlikte agir metaller apoptoza sebep olan dnemli
maddeler haline gelmistir (Qiang ve ark., 2005). Ayrica yapilan ¢aligmalarda oksidatif
stres, toksik uyarilar gibi etkenlerin ya da kanser gibi hastaliklarin apoptozun baglamasina

sebep oldugu 6grenilmistir (Formigli ve ark., 2000).

Mikronukleus hiicre boliinmesinin anafaz evresinde esnasinda serbest kalan
kromozom fragmentinin varlifini devam ettirmesi ile olusan niikleer yapilardir.
Mikronukleus yapilar1t mutajenik, klatojenik ve karsinojenik ajanlar tarafindan ortaya
ctkan DNA hasarindan kaynakli olusur. ilk olarak Howell tarafindan saptanmustir.
Olusumu Jolly tarafindan ise tam sekilde ortaya kondugu i¢in Howell-Jolly cisimcigi de

denilmektedir (Ustiiner, 2011).

Bir hiicrenin siklus hizinin ve sikligimin yani organizmanin biiylimesinin ve

gelismesinin 6l¢iilmesi mitotik indeks ile belirlenir (Ocal, 2012). Bir sitotoksik &l¢iit olan
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mitotik indeks yasayan tiim hiicreler i¢in kabul edilebilirdir. Hiicresel zarar veren
maddeler boliinme esnasinda mikrotiibiil olusumunu engelleyerek hiicre boliinmesini
etkilerler. Bir organizmada mitotik indeksin yar1 yariya azalmasi Oliimle sonuglanir

(Findikl1 ve Tiirkoglu, 2010).
1.7. Bocek Hemositlerinde Apoptozla ilgili Yapilan Cahsmalar

G. mellonella’nin dogal diismani olan P. turionellae disileri, yumurtalarini konak
canli olan G. mellonella’ya birakirken yumurta gelisimini engellememesi i¢in konak
bagisiklik sistemini engelleyen bir zehir de enjekte ederler. Bu zehrin konak canlidaki
apoptotik etkisine bakan Er ve ark. (2011), zehir uygulamasindan 4, 8 ve 24 saat sonra G.
mellonella puplarinda apoptotik indeks degisimine bakmiglardir ve 0,01 VRE (Venom
Reservoir Equivalent) uygulanan grupta 24 saatlik deneyde ve 0,02 VRE uygulanan
grupta 4, 8 ve 24 saatlik deneylerde ge¢ apoptoz artis1 oldugunu gézlemlemislerdir.
Nekroz hiicrelerini degerlendirdiklerinde ise en yiiksek orana 0,05 VRE uygulanan

grubun sahip oldugunu not etmislerdir.

Meena ve ark., 2015 yilinda beyin iizerinde yaptiklari bir ¢alismada TiO;
nanopartikiiliiniin Bax, Bcl-2, p53 ve sitokrom c proteinlerini etkileyerek apoptoz artisina

neden oldugunu gozlemlemislerdir.

TiO2 nanopartikiiliiniin G. mellonella larva hemositlerinde apoptotik indekse
etkilerinin incelendigi calismada elde edilen sonuglara gore; 5 farkli dozda uygulanan
TiO2 nanopartikiiliinin larvalarda canli hiicre sayisinin azaldigi yani apoptozun
tetiklendigi belirtilmistir. Erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz durumlarinda da kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda artis gozlenmistir. Ayni ¢alismada elde edilen mitotik indeks
verilerine gore TiO2 nanopartikiilii G. mellonella larva hemositlerinde mitozu engelleyici
etki gostermistir. Mikronukleus olusumda doza baglh farkliliklar gosterildigi kaydedilen
calismada TiO2 nanopartikiiliiniin tahmin edilenin aksine diisiik dozlarda daha etkili
oldugu belirtilmistir. Yiiksek dozlarda kiimelenme egiliminin yiiksek olmasi

nanopartikiiliin etkisini azaltmistir (Canli, 2017).

Eskin (2017) calismasinda 100, 1000, 3000 ve 5000 ppm dozlarida glimiis
nanopartikiilii apotoz tepkimesinde artisa sebep olmustur. Giimiis nanopartikiilii mitotik

indekse etki etmezken mikronukleus olusumunda artisa sebep olmustur. Cinko oksit
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nanopartikiilii ise apotoz tepkimesinde ve mitotik indekste herhangi bir etkiye sebep

olmazken mikronukleus olusumda artisa sebep olmustur.

Qiang ve ark. 2005 yilinda S. litura ile ¢alismis ve ¢inko etkisine bakmuiglardir.
Calismada 50, 100, 150, 500 ve 1000 mg-kg ! dozlarinda ¢inko kullanmislar ve elde
ettikleri sonuglarda sadece 1000 mg-kg* dozunda 6liim ve apoptoz oranmin arttigini

tespit etmislerdir. Diger dozlarda istatistiksel olarak bir farklilik gézlenmemistir.

TIO2 nanopartikiilleriyle yapilan ¢alismada 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, ve 0.8 mg/ml
nanopartikiill uygulanan Orneklerde yasam oraninin distiigii kaydedilmistir.  Aym
calismada TIO2 nanopartikiillerinin uygulamadan 12 saat sonra nukleus yogunlasmasini
arttirict etkisi oldugu belirtilmistir. Apoptozla iliskisi bilinen kaspaz-3 aktivitesinin de
etkisinin incelendigi ¢alismada uygulama sonrasindaki 24 saatte kaspaz-3’iin kontrol

grubuyla kiyasla etkinliginin 3 kat arttig1 gézlenmistir (Takaki ve ark., 2013).

GAz’in bocekler tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada yapilan mitotik
indeks Ol¢limlerine gore hazirlanan dozlar arasinda en yliksek doz olarak uygulanan 5000
ppm dozunda kontrol ve diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bir
artts gozlenmistir. Apoptoz calismasinda ise GAz dozlarina baglh olarak G. mellonella
larvalarinda canli hiicre sayisinda azalma, ge¢ apoptoz ve nekroz olusumunda artis
gozlenirken erken apoptozda dozlarla kontrol grubu arasinda bir degisiklik

gbzlenmemistir (Altuntas, 2011).

Spodoptera frugiperda hiicrelerinde ipekbdcegi hemolenfinin etkisini inceleyen
biliminsanlari, %10 FBS igerisinde iiretilen hiicrelerde aktinomisin D ilavesinden 6 saat
sonra DNA (deoksiriboniikleikasit) fragmentasyonu gozlemeye baslamistir. %5 FBS ve
%35 1pekbocegi hemolenfi icerisinde iiretilen hiicrelerde diisiik miktarda DNA
fragmentasyonunun gozlenmesi i¢in 13 saat ge¢cmistir. Kontrol gruplarinda DNA
fragmentasyonunun ¢ok daha kisa siirede ortaya ¢iktigi gozlenmistir. Aktinomisin D
yerine kamptotesin ve staurosporin ile yapilan c¢alismalarda da elde edilen sonuglar
benzerdir. Caligma sonucunda ¢esitli kimyasallarla ipekbocegi hemolenfinin S.

frugiperda hiicrelerinde apoptozu inhibe ettigi kaydedilmistir (Rhee ve ark., 2002).

Nainu ve ark (2015) Drosophila melanogaster hiicrelerinde Drosophila C
virlisiniin apoptoza etkisini incelemislerdir. Elde edilen sonuglara gore viriis, D.

melanogaster bireylerinde apoptoz artisina sebep olmaktadir.
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Cypermethrinin P. turionellae hemositleri iizerindeki etkilerinin arastirildigi
calismada elde edilen apoptotik indeks sonuglarina gore ise apoptoz tepkimesinin doza
bagli olarak artis gosterdigi oldukca net sekilde gozlemlenmistir. Kontrol grubuyla
kiyaslandig1 zaman cypermethrinin hemositlerde mikronukleus olusumunu tetikledigi

belirtilmistir (Sak, 2004).
1.8. Galleria mellonella L. 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)’nin Biyolojisi

Model organizma olarak kullanilan G. mellonella yumurta, pup, larva ve ergin
(Sekil 1.7) seklinde bir yasam dongiisiine sahiptir (Smith, 1965; Akyol, 2013). Ortalama
yasam sicakligi 26 + 2 °C olmasina ragmen 4 °C’den 37 °C’ye kadar ¢esitli sicakliklarda
yasayabilirler (Akyol ve ark, 2009; Wu ve ark., 2016). Kiiltiiriniin yapilmasinin verdigi
kolaylik, ucuzluk ve hizlilik sebebiyle G. mellonella model organizma olarak
degerlendirilip gliniimiize kadar bir¢ok ¢aligmada kullanilmistir (Altingigek ve ark., 2007,
Er ve ark. 2017). Ayrica 37 °C’de dahi yasamini siirdiirebilmesi mikroorganizma

calismalar1 gibi birgok ¢alismada kullanilmasinin 6niinii agmaktadir (Junqueira, 2012).
G. mellonella’nin sistematikteki yeri su sekildedir;
Alem: Animalia
Sube: Arthropoda
Smuf: Insecta
Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidea
Familya: Pyralidae
Altfamilya: Galleriinae
Cins: Galleria Fabricius, 1798
Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Genellikle kiimeler seklinde catlaklar i¢ine birakilan yumurtalar ortalama 0,04 cm
capinda ve kemiksi beyaz bir renktedirler (Smith, 1965; Charriére ve Imdorf, 1997;
Akyol, 2013). Ama gelisim evresinde koyulasarak dnce sartya yakin bir renge daha sonra

pembemsi bir tona sahip olurlar. Larva ¢ikisindan sonra ise seffaf bir goériinlim alirlar
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(Ozer, 1961; Akyol, 2013). Yaklasik 0.4- 0.5 mm ¢apinda olan yumurtalar (Charriére ve
Imdorf, 1997; Ozer, 1961) kiire seklindedirler ve dis yiizeylerinde genellikle altigen
seklinde desenler bulunmaktadir. Kat1 yapida olmadiklar1 i¢in yan yana birakildiklari
yumurtalar tarafindan sikistirilip diize yakin bir goriiniim de alabilirler (Smith, 1965).
Ortalama olarak 7 giinde agilan yumurtalar i¢in optimum sicaklik 25 °C’dir (Sezer ve
Ozalp, 2011). Agilan yumurtalar 10 °C’ye kadar yavas da olsa gelisimlerini

stirdiirebilirken ve bu sicakligin altinda larva ¢ikisi gézlenmez (Akyol, 2013).

Yumurtadan ilk ¢iktiklarinda agik sar1 renkte olan larvalar gelisimleri boyunca
giderek daha koyu bir renk alirlar. Toraks bolgesinde 3 ¢ift gercek ayak mevcuttur. Bunlar
disinda abdomende 5 ¢ift ayak vardir. Bunlardan doérdii ¢elenk tipi yalanci ayakken bir
cifti yar1 celenk tipi yalanci ayaktir (Ozer, 1961). Larval evrenin ilk anindan ergin hale
doniinceye kadar metamorfoz gecirir. Sekiz veya dokuz larval evre gegiren G. mellonella
sadece bu evrede beslendigi igin gevresel zararlari da bu evrede vermektedir (Smith,
1965). Ari petekleri, mum ve bal ile beslenerek verdikleri cok ciddi ekonomik zararlar ile
ilgi cekmektedir. Petekler i¢inde tlineller agmak suretiyle petekleri kullanilmaz hale
getirmektedirler (Biiyiikgiizel ve Kalender, 2009; Akyol ve ark., 2009). Aricilik sektoriine
verdigi zararlardan en biiyligii ar1 peteklerinde yarattig1 tahribattir. Petek duvarlar arasi
oyuklar agarak, ipek orerek petekleri kullanilmaz hale getirmektedir. Son evreye kadar
ordiigi ipeklerin kendisi i¢in bir 6nemi yokken, son evrede ordiigi ipekleri pup evresi
icin kullanmaktadir. Birka¢ maddeyle birlestirerek ordiigii son ipek ile pup evresinde
kendisini korumaya almaktadir (Smith, 1965).

Yumurtadan yaklagik 1 mm uzunlugunda ¢ikmasina ragmen larval evre boyunca
25-30 mm’ye kadar uzayabilir. Sklerotik yap1 koyu kahve yansimasi gibi goriinmekle
birlikte diger tiim yapilar1 renksizdir (Ozer, 1961; Smith, 1965; Akyol ve ark., 2009).

Pup evresi ortam sartlarina bagli olarak 8 giinden 62 giine kadar uzayabilir (Akyol,
2013). Pup evresinde ilk basta renk pigmentine sahip degilken 24 saat i¢inde pigment
yogunlasmasi ve renklenme baslar (Ozer, 1961; Smith, 1965). Yaklasik olarak pup
evresinde 4-15 mm biyiikliige sahiptir. Pup evresinde cinsiyet tespiti yapmak da
miimkiindiir. Kanatlarin ortasinda apikal kisimda bulunan boslukta bir ¢entik bireyin
erkek oldugunu gostermektedir. Bu ¢entik ergindeki fallomerlerdir (Sekil 1.5). Disilerde

ise bu kisim neredeyse tamamen diizdiir. Abdominal sternumun 8. skleritinde bir bosluk
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vardir. Bu bosluk disi ergindeki bursa copulatriks acikligidir (Sekil 1.6) (Smith, 1965).
Ordiikleri koza beyaz renktedir. Uclar1 kapali degildir ve ortalama 12-20 mm
boyutlarindadir (Ozer, 1961). Pup evresinde beslenme gozlenmez, bu evrede sadece
metamorfoz gegirilir (Charriére ve Imdorf, 1997; Akyol, 2013).

Sekil 1.5. G. mellonella erkek pupu (Daire igindeki alan fallomerlerdir)

Sekil 1.6. G. mellonella disi pupu (Daire igindeki alan Bursa copulatriks agikligidir)

Ergin bireyler sari-kahverengi ya da koyu gri tonlarinda olurlar ve ortalama olarak
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genellikle disiler erkek bireylerden daha biiyiik olurlar. Erkek bireylerin kanatlarinda ice
dogru egik bir morfoloji gozlenirken disilerde bu durum gozlenmez. Disiler ise

palplerinin 6ne dogru uzamis olmasiyla dikkat ¢ekerler (Ozer, 1961).

Ergin birey anatomik olarak bag, toraks ve abdomen kismi olmak {izere ii¢
kisimdan olugmaktadir. Agiz koreldiginden dolayr besin alimi bu evrede gézlenmez
(Charriere ve Imdorf, 1997). Bas kism1 diger Lepidopterlerle benzerlik gosterirken bilesik
g0z yapisi farklilik yaratmaktadir. Pul, kanat, anten yapilari ile essiz bir viicuda sahiptir
(Smith, 1965). Disi ergin bireyler 6miirleri boyunca ortalama olarak 280 adet yumurtay1
dogaya birakmaktadir. Bir disinin biraktig1 yumurta sayis1 1000’e kadar ulasabilir (Ozer,
1961; Sezer ve Ozalp, 2011). Bir yil iginde 4-6 nesil meydana gelir ve aydinlikta hareket
etmekten cekinirler (Charriére ve Imdorf, 1997; Akyol, 2013).

(©) (D)

Sekil 1.7. G. mellonella’nin yasam dongiisii (A) yumurta, (B) larva, (C) pup, (D) ergin
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 G. mellonella Kiiltiiriiniin Olusturulmasi ve Devaminin Saglanmasi

Deney organizmast G. mellonella L. Marmara Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Hayvan Fizyolojisi Laboratuvari’nda yetistirilmistir. Yasam kosullar1 26 + 2
°C, %60 + 5 bagil nem ve siirekli karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Sicakligi
sabitlemek icin klima kullanilmistir. Nispi nem ayari igin ise nem alici-verici cihazlar

kullanilmustir.

Yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar kararmis kulucka petegi icine yerlestirilerek
biliylimeleri saglandi. Pup evresinden sonra olusan ergin bireyler igine peliir kagit
yerlestirilmis beher igerisine konarak tizerleri Amerikan bezi ile kapatildi. Boylece hava
sirkiilasyonu engellenmemis oldu. Birka¢ giin icinde ergin disiler peliir kagida
yumurtalarini biraktilar. Stereomikroskop altinda incelenen yumurtalar, peliir kagit
kesilerek her bir kavanoza 50 adet olacak sekilde yerlestirildi ve {lizerlerine 6zel olarak
hazirlanmis yar1 sentetik besin (Bronskill, 1961; Sak ve ark., 2006) eklenerek beslenmeleri
saglandi. Kavanozlarin agzi Amerikan bezi ve delikli metal kapaklarla kapatildi.
Yumurtadan ¢ikan larvalar siirekli kontrol altinda tutuldu, diizenli olarak besin ilavesi
gerceklestirildi. Son evreye ulasan larvalar i¢inde katlanmis peliir kagit bulunan petri
kaplarina alindi. Bu kaplar icerisinde pup evresine gegen bireyler alind1 ve kagidi kesmek
suretiyle igerisinden 6zenle ¢ikarildi. Elde edilen puplarla ergin birey stogu olusturuldu.

Stok kiiltiir ve tiim bu islemler, ¢alismalar boyunca takip ve tekrar edildi.

Yari sentetik besini hazirlamak i¢in 430 g kepek, 75 ml siizme ¢igek bali, 150 ml
gliserin, 100 g 6giitlilmiis koyu renkli kulugka petegi ve 75 ml dH20 (distile su) kullanildi.
[lk olarak 100 g 6giitiilmiis petek bir kap igerisine alindi. Uzerine 250 g kepek eklenerek
karistirildi. Karisima 75 ml bal eklenerek yogurulmaya baslandi. Yogurma islemi devam
ederken tizerine 150 ml gliserin ve daha sonra da 75 ml dH.O eklendi. Geriye kalan 180
g petek de eklenerek yogurulduktan sonra besin hazir hale gelmis oldu. Bilesenlerin tam
olarak emilip homojenlesmesi i¢in besin, +4 -C’de 24 saat boyunca bekletildi ve daha
sonra kullanildi (Bronskill, 1961; Sak ve ark., 2006).
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2.2 Azadirachtin’in Force-Feeding Yontemi ile Boceklere Uygulanmasi

Hazirlanan stok kiiltiir icerinden deneylerde kullanilacak larvalar elde edildi.
Force-feeding uygulamasi i¢in 0,16-0.17 g araligindaki saglikli larvalar secildi ve her
birinde bir larva olacak sekilde 60 mm’lik petri kaplari igerisine yerlestirildi. Uygulama
Oncesi bocekler 3 saat a¢ birakilarak uygulama esnasinda agzini1 daha kolay agmasi ve

boylelikle daha kolay beslenmesi saglandi.

Uygulamada kullanilmak tizere Azadirachtin (Technical) (SigmaAldrich, N-
11107-10MG, 1510000) dozlar1 hazirlandi. Kullanilacak dozlar1 belirlemek i¢in Dere ve
ark. (2015)’nin yaptigr ¢alisma baz alinmig ve 0.5, 1, 1.5 ve 2 pg/larva dozlari
kullanilmasima karar verilmistir. AZA’y1 ¢dzmek igin ise bocege en az zarar veren
%10’luk Etanol kullanildi. Kontrol gruplarindan birine sadece %10’luk Etanol ile
muamele edildi. Diger kontrol grubuna ise sadece dH.O verildi. AZA ¢ozeltisini
hazirlamak i¢cin 1 mg AZA ve 1 ml %10’luk Etanol ependorf tiipii i¢erisinde uzun siire
vortekslendi. Tim AZA’nin ¢oziindiiglinden emin olundu. Hazirlanan stok ¢ozelti +4

°C’de, 151k almayacak sekilde muhafaza edildi.

Force-feeding uygulamasi i¢in Ramarao ve ark. (2012) ¢alismasi baz alinarak 10
ul’lik Hamilton enjektér (26s gauge) kullanildi. Once aseton daha sonra dH.O
kullanilarak iyice temizlendikten sonra kullanima hazir olan enjektér mikromanipiilator

yardimiyla hareket etmeyecek sekilde sabitlendi (Sekil 2.1).

Hazirliklar tamamlandiktan sonra bocekler sabitlenmis enjektore paralel tutularak
zarar gormeyecek sekilde agiz yoluyla yemek borusundan igeri dogru AZA ile beslendi.
Hazirlanmis olan ¢6zeltiden her bir bocege 5 ul AZA ¢ozeltisi verildi. Her uygulama
oncesi icerisinde AZA bulunan ependorf tiipler vortekslenerek ¢ozeltinin homejenlesmesi
saglandi. Boylelikle hazirlanan ¢ozelti ile birey basmna diisen AZA miktar
hesaplandiginda her bir bireye 5 ug AZA enjekte edilmis oldu. Bocekler a¢ birakildiklar
icin enjektor ucuyla hafif uyarilmalar1 neticesinde agizlarimi kolaylikla agtilar. AZA
enjekte edilirken oldukca yavas calisildi. Uygulama sonrasi enjektor tekrar aseton ve

dH20 ile temizlenerek kurumaya birakildi.

Deneyde kontrol grubu dahil 6 grup olusturuldu. Her bir grup 5 birey olacak
sekilde 3 tekrar uygulandi. Force-feeding sonras1 48 saat beklendi ve siire¢ sonunda

apoptoz ve enkapsiilasyon uygulamalarina gecildi.
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(A)

(B)

©)

Sekil 2.1. Larvalarin Azadirachtin ile force-feeding yontemi kullanilarak beslenmesi (A)

Mikromanipiilatér yarimiyla sabitlenen enjektor, (B) Larvanin beslenme aninin iistten
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goriintlisii, (C) Larvanin beslenme aninin yandan goriintiisii
2.3 Apoptotik Indeks, Mitotik indeks ve Mikronukleus Durumu

Er ve ark. (2011)’nin uygulamalar1 incelenerek apoptoz igin ayni yodntemin
uygulanmasia karar verildi. Olympus BX51 marka floresan mikroskop kullanilan
calismada hiicre boyamasi i¢in Ethidium Bromide (EB) ve Acridine Orange (AO)
flouresan boyalar kullanildi. Hazirlanan preparatlarda apoptoz, nekroz, mitotik indeks ve

mikronukleus durumu incelendi.

Uygulama 6ncesinde boyalar hazirlandi. PBS igerisine 100 pg/ml AO ve 100 pg/ml
EB derisimlerinde hazirlanan boyalar 1sik almayacak tiipler icerisinde +4 °C’de muhafaza
edildi. Uygulamada floresan mikroskop kullanildi. 48 saat once force-feeding uygulanmis G.
mellonella larvalarinin sternumlart %10’luk metanol ile temizlendi. Temizleme islemi
sonrasinda bocekler abdominal proleg oniinden delindi ve mikrokapiller tiip yardimiyla
buradan 5 ml hemolenf ¢ekildi. Cekilen hemolenf lam iizerine yavasca birakildi. Uzerine
sirasiyla 100 pg/ml AO ve 100 pg/ml EB ¢ozeltilerinden 5’er ml mikropipet yardimiyla yine
yavasca eklendi (Sekil 2.2). Karanlik ortamda yapilan bu uygulamalardan sonra hiicrelerin
iyice boyanmasi i¢in bir siire beklenildi. Hazir olan preparatlar floresan mikroskop altinda,
mavi 1s1kta incelenmeye baslandi. Inceleme her bir bdcege ait preparatta 1000 adet hiicre

sayilarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar yiizde oranlar seklinde degerlendirildi.

Cendoroglo ve ark. (1999) ve Kosmider ve ark. (2004) calismalar1 baz alinarak
incelenen erken apototik, ge¢ apoptotik, nekrotik ve canli hiicreler asagidaki degerler

dikkate alinarak degerlendirildi.
e Canlt hiicreler: Nukleus yesil, sitoplazma turuncu ya da kirmizi gézlenebilir

e Erken apoptoz: Nukleus parlak yesil goriiniir. Hiicre membran biitiinliigii korunur

fakat kromatin yogunlagmasi ve fragmantasyonu gozlenir

e Geg apoptoz: Membran biitiinliigli bozulan hiicrelerin i¢ine EB girer ve nukleusu
turuncuya boyar. Kromatin yogunlagmasi ve fragmantasyonu gozlenir. Sekonder

nekroz ya da apoptotik nekroz olarak da isimlendirilebilir
e Nekroz: Sekil olarak normal gériinen nukleus, turuncudur.

Sayilan 1000 hiicre icerisinde ayn1 boyutlarda iki nukleus igeren hiicreler mitotik
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indeksi belirlemek amaciyla yilizde oranlar seklinde degerlendirildi.

Ayni sekilde 1000 hiicre icerisindeki mikronukleus yapisi iceren hiicreler de

mikronukleus yiizdesinin hesaplanmasinda kullanildi.

(A) (B)

(©) (D)

Sekil 2.2. Hemolenfin Ethidium Bromide ve Acridine Orange ile boyanmasi (A)

Hemolenfin alinmasi (B) Hemolenfin lam iizerine birakilmasi (C) Hemolenfin AO ile

boyanmasi (D) Hemolenfin EB ile boyanmasi
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2.4 Enkapsiilasyon ve Melanizasyon

AZA’nin G. mellonella tizerindeki epkapsiilasyon ve melanizasyona etkisini
incelemek i¢in bocek i¢in yabanci madde olatak algilanip enkapsiile edilecek Sephadex
DEAE A-25 (40-120 um ¢apta) kromotografi boncuklar1 kullanildi. Boncuklar, enjekte
edilmeden once, enkapsiilasyon sonrasinda daha iyi gdzlemlenebilmesi i¢in Coomassie
mavisi (Brilliant Blue G) boyamaya tabi tutuldu. Boyama islemi i¢in bir miktar boncuk
ependorf tiip i¢ine alinarak tizerine PBS i¢inde hazirlanmis %1’lik Coomasie mavisi eklendi.
Boncuklar 1 saat boyunca bu boya igerisinde bekletildi. Sonrasinda boya tizerine eklenen PBS
seffaflasincaya kadar boncuklar, PBS ile yikandi. Islem tamamlandiktan sonra 50 pl
kapasiteli Hamilton marka (22 gauge) mikroenjektor yardimiyla 10 ul PBS ¢ekildi. Enjektor
stereomikroskop altinda incelenerek ¢ekilen PBS igerisinde en az 10-15 adet Sephadex A-25
boncuk mevcut oldugundan emin olundu. Cekilen boncuklar, daha 6nceden force-feeding
uygulamasina tabi tutulmus G. mellonella larvalarinin igerisine enjekte edildi. Yaralanmanin
etkisiyle hemolenfin viicut disina akisinm1 engellemek icin enjekte edilen bolge vazelin ile
kapatildi. Enejeksiyon isleminden sonra her bir tekrar i¢in 5 adet bocek 4 saatlik
enkapsiilasyon durumunu gézlemlemek i¢in kullanilirken her bir tekrar igin 5 adet bocek ise
24 saatlik enkapsiilasyon durumu gézlemlemek i¢in kullanildi. Uygulama sonrasi gerekli siire
beklenildikten sonra G. mellanella larvalart stereomikroskop altinda disekte edilerek enjekte
edilmis olan boncuklar tiim viicut kisimlarinda arandi. Elde edilen boncuklar iizerinde bir
damla PBS bulunan lam tizerine alindi. Tiim boncuklarin bulundugundan emin olunduktan
sonra lam, lamel ile yavag bir sekilde kapatildi. Elde edilen preparat Olympus marka 151k
mikroskobu altinda incelenerek enkapsiilasyon ve melanizasyon durumlari1 Richards ve Dani

(2008) ve Er (2011) galigmalar baz alinarak degerlendirildi.

e Boncuk iizerinde hi¢ hemosit yoksa veya birka¢ hemosit var ise enkapsiile

olmamus,
e Boncuk iizerinde 4-9 katman hemosit var ise zayif enkapsiile olmus,

e Boncuk iizerinde 10 ve daha fazla hemosit katmani var ise gii¢lii enkapsiile olmus

olarak degerlendirildi.

Ayn1 preparat 151k mikroskobu altinda ayn1 zamanda bocegin Sephadex A-25

boncuga karsi olusturdugu melanizasyon tepkimesi de incelenirken boncuklar;
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e Boncuk etrafindaki hiicrelerde higbir melanin gozlenmedigi takdirde melanize

olmamus,

e Boncuk etrafindaki hiicrelerin %20’si ya da daha azi melanize olmugsa zayif

melanizasyon tepkisi,

e Boncuk etrafindaki hiicrelerin %20- %70’1 melanize olmussa orta melanizasyon

tepkisi,

e Boncuk etrafindaki hiicrelerin %70’den fazlasi1 melanize olmussa giiglii

melanizasyon tepkisi olarak degerlendirildi (Kaya, 2015).

2.5 istatistiksel Analiz

AZA uygulamasinin G. mellonella larvalarinin hemositlerine etkilerini incelemek
icin elde edilen veriler SPSS istatistik programi (SPSS, versiyon 18.0, SPSS Science,
Chicago, IL) kullanilarak analiz edildi. Elde edilen veriler dncelikle “Tek Yonlii Varyans
Analizi (ANOVA)” ile degerlendirildi. ANOVA ile degerlendirildikten sonra verilerin
varyanslart homojen ise Tukey HSD, varyanslar homojen degilse Tamhane T2 testiyle

karsilastirildi. Yapilan tiim istatistik testlerinde P<0,05 anlamli olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 AZA’mmn immiin Sisteme Etkisi

AZA’nin G. mellonella larvalarimin hemositleri tizerindeki etkilerini incelemek
amaciyla force-feeding yontemiyle 4 farli dozda (0.5, 1, 1.5 ve 2 pg/larva) AZA larvalara
uygulandi. Kontrol grubu olarak distile su ile beslenen bir gruba ek olarak etanol ile
beslenen bir baska grup da olusturuldu. Etanol AZA’nin ¢oziiciisii olarak kullanildi.

Dozlar Dere ve ark.’nin 2015 yilindaki ¢aligmalari dikkate alinarak belirlendi.

AZA uygulanacak larvalarin isleme uygun bir agirliga (0.16-0.17 g) ulasmis
olduklarindan emin olundu. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda AZA nin bocekler iizerinde
toksik etkisi oldugu kanitlanmistir. Yaptigimiz bu calisma ile hemositler iizerinde ne

Olciide etkili oldugunu gozlemlemis olduk.

3.2 Farkhh Dozlardaki AZA’min G. mellonella Larvalarimin Hemositlerinde
Apoptotoik indeks, Mitotoik Indeks ve Mikronukleus Olusumuna EtKisi

3.2.1 Farkh Dozlardaki AZA’nin G. mellonella Larvalarimin Hemositlerinde
Apoptotik indekse Etkisi

Yaptigimiz ¢alismada AZA ile beslenmis ve uygulama sonra 48 saat bekletilmis
olan G. mellonella larvalarindan alinan hemolenf kullanilarak apoptotik indeks
belirlemesi yapilmistir. Hazirlanan preparatlarda canli hiicreler, erken ve ge¢ apoptoz
hiicreler ile nekroza (Sekil 3.1, Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4) ugramis hiicreler

gozlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore farkli dozlardaki AZA, G. mellonella larvalarinin
apoptoz mekanizmasinda degisikliklere sebep olmaktadir. AZA gruplart ile kontrol
gruplar arasinda istatistiki olarak farklilik gézlemlenmistir. Yapilan deneyde elde edilen

sonuglara gore apototik indeks oranlar1 Sekil 3.5 ve Tablo 3.1 gosterilmistir.

Veriler incelendiginde kontrol gruplarinda bulunan larvalarin canli hiicre
yiizdelerinin yiiksek oldugu ve 1,0 ve 1,5 pg/larva AZA uygulanan gruplarla aralarinda
anlamli bir fark gézlemlenmektedir. Bu gruplarda AZA canli hiicre sayisin1 azaltici etki

gostermistir. 0,5 ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan gruplarin diger gruplarla aralarinda
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istatistiki olarak dnemli bir fark yoktur. En yliksek canli hiicre sayisi distile su uygulanan
kontrol grubu iken en diisiik canli hiicre sayisina sahip olan grup 1,0 pg/larva AZA

uygulanan gruptur (F=0,767; df 5,12; P=0,591).

Erken apotoz orani incelendiginde 1,5 pg/larva AZA uygulanan grup ile distile su
ve 0,5 pg/larva AZA uygulanan grup arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir. Etanol, 1,0 ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan gruplar ile diger gruplar
arasinda fark gozlenmemistir. AZA, 1,5 pg/larva AZA uygulanan grupta erken apoptoz
oranini oldukega yiikseltmistir ve en yiiksek erken apotoz ylizdesine sahip olan grup 1,5

pg/larva AZA uygulanan grup olmustur (F= 0,573; df 5,12; P=0,720).

Calismamizda elde ettigimiz sonuglari inceledigimizde yiiksek AZA dozlarinda
gec apoptoza ugrayan hiicre ylizdesinin arttig1 gériilmektedir. En yiiksek orana sahip olan
grup 1,5 pg/larva AZA uygulanan gruptur. Diger AZA dozlar1 ge¢ apoptoz yiizdesini
yiikseltici etki gosterirken 0,5 pg/larva AZA, larvalarda ge¢ apoptozu azaltici etki
gostermistir. Bununla birlikte kontrol gruplartyla 0,5 pg/larva AZA uygulanan grup
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamaistir. Kontrol gruplar1 ve 0,5 pg/larva
AZA uygulanan grupla diger gruplar arasinda farklilik s6z konusudur (F=1,434; df 5,12;
P=10,281).

AZA muamelesi sonucu nekroza ugrayan hemosit oranlari incelendiginde 0,5 ve
1,0 pg/larva AZA uygulanan gruplarla diger gruplar arasinda istatistiki fark bulunmustur.
Bu gruplarda nekroz tetiklenmis, nekroz yiizdesi artmistir. Kontrol gruplart en diistik
yiizdeye sahip gruplardir. Nekroz oranmin en fazla arttigi grup 0,5 pg/larva AZA
uygulanan grup olarak bulunmustur (F= 0,775; df 5,12; P= 0,586).

Canli (2017) yaptigi yiiksek lisans caligmasinda TiO2 nanopartikiiliinin G.
mellonella larvalart tizerindeki apoptoz etkisini aragtirmigtir ve sonuglarina gore TiO2
nanopartikiiliine bagli olarak apoptoz tepkimesi baskilanmistir. Kaya (2015), doktora
calismasinda kaliks sivisinin G. mellonella larvalarinda apoptoz tepkimesinde ortaya
cikardigr etkiyi incelemis ve doza baglh olarak canli hiicre sayisinda azalma oldugunu
kaydetmistir. Cypermethrinin P. turionellae hemositlerinde apototik etkisinin incelendigi
calismada, doza bagli olarak apoptotik hiicre sayisinda artis oldgu kaydedilmistir (Sak, 2004).
Blanco ve ark. (2017)’nin yaptigi ¢alismada G. mellonella larvalarina gram negatif bakteri A.

pleuropneumoniae’nin ¢esitli klinik striiktiirlerini enjekte ederek apoptoz ve nekroz
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durumlarini incelemislerdir. Elde edilen sonuglar ile ¢galismamizin sonuglar1 kiyaslandiginda
G. mellonella larvalariin apoptoz ve nekroz durumlari bizim g¢alismamizla uyumluluk
gostermektedir. GAs’tin G. mellonella larvalarindaki apoptotik indekse etkisinin incelendigi
calismada apoptoz ve nekroz verileri ¢alismamizla uyumluluk gostermektedir. Canli hiicre
indeksi azalmistir, erken apoptozda farklilik anlamsizdir, nekroz ve gec¢ apoptoz
durumlarinda kontrol grubuyla kiyaslamada doza bagl artis olmustur (Altuntas ve ark.,
2012). Celik (2014) yaptigi calismada IAA (indol-3 asetik asit)’min Achoria grisella
hemositlerindeki apoptoz etkisine bakmistir. Farkli dozlarda IAA’nin apoptozu tetikledigini
belirtmistir. Huang ve ark. (2011) S. litura tiiriinde yaptiklari ¢aligma ile AZA’ nin bocekler
tizerinde apoptoz mekanizmasini etkileyici, apoptozu tetikleyici etkisi bulundugunu literatiire
eklemislerdir. Calismamiz, G. mellonella larvalarinin insektisitlere karsi olusturdugu immiin

cevabin arastirildig1 ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir.

Sekil 3.1. G. mellonella larvalarinda canli hemosit

Sekil 3.2. G. mellonella larvalarinda erken apoptotik hemosit
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Sekil 3.3. G. mellonella larvalarinda ge¢ apoptotik hemosit

Sekil 3.4. G. mellonella larvalarinda nekrotik hemositler

Tablo 3.1. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde apoptotik indekse etkisi

AZA Dozlar Apoptotik Indeks (%)
(ng/larva) (Hiicre / 1000) (% Ort.? + SHP)

Canl1 Hiicre Erken Apoptoz  Geg Apoptoz® Nekroz
Kontrol (distile 84,60 £ 0,030a 3,50+0,020a  05,90+0,010a 06,00 £ 0,050a
su)
Kontrol (10% 84,85 £0,010a 4,60 +0,010a  05,75+0,020a 04,80 + 0,030a
Etanol)
0.5 80,57 = 0,040ab 3,67+0,020a 04,79 +0,040a 10,97 +0,030b
1.0 76,25 + 0,009 b 4,75 +0,010a  08,70+0,100b 10,30 + 0,040b
1.5 77,75 £ 0,050 b 5,50+0,030a 10,50 +0,040b 06,25 =+ 0,040a
2.0 80,70 £ 0,020ab 4,50+ 0,010a  08,10+£0,010b 06,70 + 0,030a

2Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

b fstatistiki olarak 6nemli farkliliklar a-b harfleri ile belirtilmistir. (P>0.05, Tukey’s HSD test, Tamhane

T2O).
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Sekil 3.5. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde apoptotik indekse etkisi

3.2.2 Farkh dozlardaki AZA’nin G. mellonella larvalarimin hemositlerinde mitotik
indekse etkisi
Daha once de belirtildigi gibi hazirlanan preparatlarda ayn1 zamanda mitoz
geciren hiicreler belirlenip mitotik indeks (Sekil 3.6) olgtimleri de yapilmistir. Deney

sonucu elde edilen veriler Tablo 3.2 gosterilmistir.

Bulgular degerlendirildiginde en yiiksek mitotik indekse sahip olan grup 0,5
pg/larva AZA uygulanan gruptur. Diger gruplarla arasinda istatistiki olarak 6nemli fark
bulunmaktadir. Kontrol gruplariyla geriye kalan gruplar arasinda bir fark
bulunmamaktadir. En diislik mitotik indekse sahip gruplar kontrol gruplaridir. Yiiksek
AZA dozlarinda mitotoik indeks artisi istatistik olarak 6nemsizdir (F=0,771; df 5,12; P=
0,588).

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda G. mellonella dolasiminda yer alan hemositlerin
%1 ila %8’inin mitotik evrede oldugu belirtilmistir (Beaulaton, 1979; Altuntas ve
ark.,2012; Kaya, 2015) Calismamizin sonuglari literatiirdeki verilerle uyumluluk
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalar incelendiginde Taskiran (2016) ¢alismasinda G.
mellonella larvalarinin hemositleri iizerinde AZA’nin etkisini incelemistir. AZA’y1
uygulama yontemi caligmamizdan farkli olmakla birlikte mitotik indekse ait veriler
AZA’nin tepkimeleri etkiledigini gostermektedir. Kaya (2015) G. mellonella larvalariyla

yaptigt calismada IAA’nin hemositlerde mitotik indeksi arttirici etki gosterdigini
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gbzlemlemistir. Calismamiz, 6nceki ¢aligmalarla uyumluluk gostermektedir.

Sekil 3.6. G. mellonella larvalarinda mitoz boliinme evresindeki hemosit

Tablo 3.2. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde mitotik indekse etkisi

AZA Dozlar Mitotik Indeks (%)
(ng/larva) (hiicre/1000) (%Ortalama? +SHP)
Kontrol (distile su) 1,06 + 0,0008a
Kontrol (10% Etanol) 1,07 £ 0,0010a

0.5 1,86 +0,0150b

1.0 1,18 £ 0,0040a

15 1,12 + 0,0005a

2.0 1,16 = 0,0030a

@Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

b statistiki olarak énemli farkliliklar a-b harfleri ile belirtilmistir. (P<0.05, Tamhane T2°).

3.2.3 Farkh dozlardaki AZA’min G. mellonella larvalarinin hemositlerinde
mikronukleus olusumuna etkisi
Apotoz Slgtimleri yapilirken ayni preparat lizerinde es zamanli olarak AZA’nin
G. mellonella larva hemositleri tizerindeki mikronukleus olusumuna (Sekil 3.7) etkisi de

incelendi. Calisma sonucu elde edilen bulgular Tablo 3.3 gosterilmistir.

Elde edilen verilere gore kontrol gruplari ile 0,5 ve 1,0 pg/larva AZA uygulanan
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli1 bir fark yoktur. 0,5 pg/larva AZA uygulanan
grupta mikronukleus artig1 mevcuttur ve bu grup ile 1,5 ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan
gruplar arasinda da fark yoktur. 1,5 ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan gruplar diger
gruplarla kiyaslandiginda mikronukleus artis1 gézlenmektedir. Bu gruplar ile kontrol
gruplar1 arasindaki fark 6nemlidir. (F= 1,522; df 5,12; P= 0,255).
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Farkli dozlarda cypermethrin uygulanan G. mellonella larvalarindaki
mikronukleus olusumuna ait verilerin degerlendirilmesi sonucunda mikronukleus
olusumunda artis gergeklestigi kaydedilmistir (Ugkan ve Sak, 2010). G. mellonella
tizerinde bir insektisit cesidi olan deltamethrinin mikronukleus olusumuna etkisini
inceleyen Kurt ve Kayis (2015)’in elde ettikleri sonuglara gore insektisit kullanim
mikronukleus olusumunu artmistir. Sak (2004) yaptigi doktora ¢alismasinda
cypermethrinin P. turionellae hemositlerinde mikronukleus olusumunu arttirdigini
kaydetmistir. Yiiksek dozlarda mikronukleus olusumu diisiik dozlarla kiyaslandiginda
biiyiikk bir artis gozlenmistir. Daha Once yapilan ¢aligmalar G. mellonella tizerinde

insektisitlerin mikronukleus olusumuna etkisi agisindan bizim ¢alismamizla uyumluluk

gostermektedir.

Sekil 3.7. G. mellonella larva hemositlerinde mikronukleus olusumu
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Tablo 3.3. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde mikronukleus olusumuna etkisi

AZA Dozlart Mikronukleus (%)
(ng/larva) (hiicre/1000)(Ort.? +SHP)
Kontrol (distile su) 0,04 £ 0,002a
Kontrol (10% Etanol) 0,04 +0,003a

0.5 0,07 = 0,002ab

1.0 0,03+ 0,007a

15 0,10 £ 0,007b

2.0 0,11 +0,005b

@Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

b Istatistiki olarak 6nemli farkliliklar a-b harfleri ile belirtilmistir. (P>0.05, Tukey’s HSD test).

3.3 Farklhi Dozlardaki AZA’nin G. mellonella larvalarinin hemositlerinde
Enkapsiilasyon ve Melanizasyon Davranisi

3.3.1 Farkh dozlardaki AZA’min G. mellonella larvalarimin hemositlerinde
enkapsiilasyona etkisi
AZA’nin G. mellonella larvalar1t hemositleri tizerinde enkapsiilasyon davranigina
etkisini incelemek amaciyla force-feeding uygulamasindan 48 saat sonra Sephadex
DEAE A-25 boncuklart enjekte edildi. Bu islemin ardindan 4 ve 24 saat boyunca
beklenildi. Daha 6nce enjekte edilen boncuklar larvalari disekte etmek suretiyle (Sekil

3.8) cikarilarak enkapsiilasyon durumlari incelendi (Sekil 3.9).

A

Sekil 3.8. AZA ile beslenmis G. mellonella larvalariin disekte edilmesi
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(A)

(©)

Sekil 3.9. AZA ile beslenmis G. mellonella larvalarindan disekte edilmis Sephadex
DEAE A-25 boncuklar1 (A) Enkapsiile olmamis (B) Zayif Enkapsiilasyon (C) Giiglii

Enkapsiilasyon

Calisma sonunca elde edilen 4 saatlik enkapsiilasyon durumu verileri Tablo 3.4
ve Sekil 3.10 gosterilmisgtir. AZA muamelesi sonucunda G. mellonella larvalarinda 4
saatlik enkapsiilasyon durumu incelendiginde AZA’nin doza bagh etkileri oldugu

gozlenmistir.

4 saatlik enkapsiilasyon olmamis boncuk istatististikleri incelendiginde
istatistiksel olarak distile su, etanol ve 2,0 ug/larva AZA ile muamele eden gruplar
arasinda dnemli bir fark gozlenmemistir. Bu gruplar en yiiksek ylizdeye sahip gruplardir.
0,5ve 1,0 ug/larva AZA uygulanan gruplarin kendi aralarinda fark yokken diger gruplarla
aralarinda istatistiki fark bulunmaktadir. AZA’nin enkapsiilasyon olusumunu en fazla

arttirdigi grup 1,5 pg/larva AZA uygulanan gruptur. Diger tiim gruplarla arasindaki fark
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onemlidir. AZA’nin 4 saatlik enkapsiilasyonu artirict etkisi oldugu sdylenebilir (F=
1,482; df 5,12; P=0,266).

Zayif enkapsiilasyon durumunda distile su uygulanan grupla 1,0 pg/larva AZA
uygulanan grup arasinda fark bulunmamistir. Diger gruplarla aralarindaki fark istatistiki

olarak anlamlidir. Diger dozlarda zayif enkapsiilasyon durumu artmustir. Ozellikle yiiksek

dozlarda yiizdeler oldukga artmistir (F= 3,706; df 5,12; P=0,029).

Giicli enkapsiilasyon durumu incelediginde ise 0,5, 1,0 ve 1,5 pg/larva AZA
uygulanan gruplarin aralarindaki istatistiki fark 6nemsizdir. Diger gruplarla 0,5 pg/larva
AZA uygulanan grup arasindaki fark da anlamsizdir. 1,0 ve 1,5 pg/larva AZA ile
muamele edilen gruplarda giiclii enkapsiilasyon orani artmistir. Giiglii enkapsiilasyonu en

fazla etkiyen doz 1,5 pg/larva AZA olarak bulunmustur (F= 0,955; df 5,12; P=0,482).

Tablo 3.4. AZA’nn G. mellonella larva hemositlerinde 4 saatlik enkapsiilasyon

davranisina etkisi

AZA Dozlar Enkapsiilasyon Durumu
(ng/larva) TB?(% Ort.® + SH )°
Toplam
Boncuk Olmamis Zayif Gugli
Sayisi
Kontrol (distile 262 101 (39,55 +£0,050)a 17 (06,60 £0,190)a 144 (53,85 + 0,06)a
su)
Kontrol (10% 285 102 (36,20 + 0,020)a 40 (14,55 +0,180)b 143 (49,25 + 0,04)a
Etanol)
0.5 242 64 (29,10 £ 0,100)b 30 (12,50 = 0,010)b 148 (58,40 £
0,09)ab
1.0 325 93 (28,40 £ 0,040)b 28 (08,70 + 0,090)a 204 (62,90 + 0,02)b
15 238 45 (19,65 £0,007)c 38 (16,00 +0,004)b 155 (64,35+0,01)b
2.0 260 85 (34,70 £ 0,100)a 40 (15,70 £0,160)b 134 (49,60 £+ 0,06)a

2 Toplam Boncuk Sayisi

® Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir
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¢ statistiki olarak énemli farkliliklar a-c harfleri ile belirtilmistir (P<0.05, Tamhane T2).

0,5 1 1,5 2

Kontrol Etanol

70

Enkapsulasyon Ylzdesi (%)
= N w H (9] [e))]
o o o o o o

o

AZA Dozlari (ug/larva)
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Sekil 3.10. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde 4 saatlik enkapsiilasyon

davranisina etkisi

AZA ile beslenmis G. mellonella larvalarindan disekte edilerek c¢ikarilan
Sephadex DEAE A-25 boncuklar1 1sik mikroskobu altinda incelenerek 24 saatlik
enkapsiilasyon durumlari incelendi. Inceleme sonucu elde edilen veriler Tablo 3.5 ve

Sekil 3.11 gosterilmistir.

Sonuglar istatistiksel olarak incelendiginde kontrol gruplari ile deney gruplari
arasinda bir fark gozlenmemistir. Enkapsiile olmamig boncuk verileri incelendiginde en
diisiik ylizdeye distile su uygulanan grubun sahip oldugu gézlenmektedir. Diger kontrol
grubu olan etanol uygulan grupla 0,5 pg/larva AZA uygulanan grup ayni yiizdeye
sahiptirler (F= 0,237; df 5,12; P=0,939).

Zayif enkapsiilasyon durumu da incelendiginde benzer bir durum ile
karsilagilmaktadir. Deney gruplari ile kontrol gruplari arasinda istatistiksel agidan anlaml
bir fark yoktur. En diisiik veriye distile su uygulanan kontrol grubu, en yiiksek veriye
etanol uygulanan kontrol grubu sahiptir. (F= 1,048; df 5,12; P=0,434).

Giiglii enkapsiilasyon durumunda en yiiksek orana sahip olan grup distile su ile
beslenen kontrol grubudur. En diisiik yiizdeye ise etanol ile beslenen kontrol grubu
sahiptir. AZA dozu arttikca enkapsiilasyon durumu artig gostermistir. Aradaki fark
istatistiksel olarak 6nemsizdir (F= 1,212; df 5,12; P=0,361).
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Yapay besine eklenen GAg ile beslenen G. mellonella larvalarinin enkapsiilasyon
durumlarinin incelendigi c¢alismada farkli dozlardaki GA3z’lin hemositler iizerinde
etkisinin oldugunu ortaya koymustur. Calismamizla uyumluluk gosteren sonuglara gore
insektisitlerin enkapsiilayon tepkimesinde degisikliklere yol ag¢tigi disiiniilebilir
(Altuntas ve ark., 2012). Calismamizda AZA beslenmesi sonra 24 saatlik enkapsiilasyon
tepkimesinde kontrol gruplariyla deney gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
G. mellonella larvalarina Bacillus thuringiensis enejekte edilten 24 saat sonra olusan
enkapsiilasyon sonuglarinin incelendigi ¢alismada elde edilen sonuglara gore kontrol
grubuyla deney gruplari arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark bulunmamigtir
(Grizanova ve ark., 2014). Yaptigimiz ¢alisma sonuglar1 daha 6nce yapilan galismalarla

tutarlilik gostermektedir.

Tablo 3.5. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde 24 saatlik enkapsiilasyon

davranisina etkisi

Enkapsitilasyon Durumu

AZA Dozlar TB? (% Ort.® £ SH)®
(ng/larva) Toplam

Boncuk Olmamis Zayif Gigli

Sayist
Kontrol (distile 202 40 (21.25+0.09)a 40 (18.95+0.16)a 122 (59.80 +0.02)a
su)
Kontrol (10% 217 74 (33.80+0.08)a 63 (29.45+0.01)a 80 (36.75+0.07)a
Etanol)
0.5 174 59 (33.80+0,01)a 36(20.80+0.03)a 79 (45.40+0.01)a
1.0 195 63 (34.30+0.10)a 40 (20.10+£0.05)a 92 (45.60+ 0.08)a
1.5 190 52 (27.50£0.04)a 45(23.55+0.02)a 93 (48.95+0.03)a
2.0 230 61(29.20+0.12)a 51 (20.40+0.16)a 118 (50.40 +0.07)a

2 Toplam Boncuk Sayisi

b Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir

¢ Istatistiki olarak 6nemli farkliliklar a-c harfleri ile belirtilmistir (P>0.05, Tukey’s HSD test).
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Sekil 3.11. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde 24 saatlik enkapsiilasyon

davranisina etkisi

3.3.2 Farkh dozlardaki AZA’nin G. mellonella larvalarimin hemositlerinde

melanizasyona etkisi

Bocekler zararli maddeyi enkapsiile etmekle birlikte melanize de ederek savunma
tepkisinin daha kuvvetli olmasimi saglarlar (Dubovskiy ve ark., 2016). Bu sebeple
AZA’nin G. mellonella larvalarindaki enkapsiilasyon durumu incelenirken ayni
Sephadex DEAE A-25 boncuklari {izerindeki melanizasyon durumu da incelendi.
Melanizasyon durumlar1 da enkapsiilasyon durumunda oldugu gibi 4 ve 24 saat olacak
sekilde iki grup olarak incelenmistir. Melanize durumlarini gésteren boncuklar Sekil 3.12

gosterilmistir.
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Sekil 3.12. AZA ile beslenmis G. mellonella larvalarindan disekte edilmis ve
melanizasyon durumunu gosteren Sephadex DEAE A-25 boncuklar

AZA uygulamasint takiben 48 saat sonunda enjekte edilen boncuklar,
enjeksiyondan 4 saat sonra G. mellonella larvalarinin disekte edilmesiyle ¢ikarilarak
melanizasyon durumlari incelendi. Elde edilen verilen veriler Tablo 3.6 ve Sekil 3.13
gosterilmistir. Boncuklarin  melanizasyon durumlart melanize olmamis, zayif
melanizasyon, orta melanizasyon ve giiclii melanizasyon olarak 4 sekilde incelenmistir.
Elde edilen istatistiksel verilere géore AZA’ya bagl olarak melanizasyon tepkimesinde

farkliliklar gozlenmistir.

Melanize olmamis boncuklar incelendiginde elde edilen en yiiksek oranin distile
su uygulanan kontrol grubunda oldugu gozlenmektedir. Diger gruplarda melanize
olmama durumu azalmistir. 2,0 pg/larva AZA uygulanan grup ile tiim diger gruplar

arasinda fark mevcut degildir. Melanizasyonu en fazla arttiran doz 1,0 pg/larva AZA

49



uygulanan gruptur. Etanol uygulanan kontrol grubuyla AZA dozlar1 arasinda bir fark

bulunmamaktadir (F= 1,267; df 5,12; P= 0,339).

Zayif melanizasyon durumunda ise benzer bir durum gézlenmektedir. 2,0 pg/larva
AZA uygulanan grup ile diger gruplar arasinda fark bulunmamaktadir. Distile su
uygulanan kontrol grubu en diisiik ylizdeye sahiptir ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan grup
disindaki tiim gruplarla arasinda anlamli bir fark bulunmaktadir. Etanoliin 4 saatlik

uygulamada zayif melanizasyonu arttirdig1 gézlenmistir (F= 0,893; df 5,12; P=0,516).

Orta melanizasyon durumlar1 incelendiginde en diistik veri distile su uygulanan
gruba aittir. Kontrol gruplariyla farki olan tek grup 0,5 pg/larva AZA uygulanan gruptur
ve en yiiksek yiizdeye sahip olarak orta melanizasyonu en fazla bu doz arttirmistir. 1,5 ve
2,0 pg/larva AZA uygulanan gruplarla diger gruplar arasinda bir fark yoktur. Distile su
uygulanan kontrol grubuyla kiyaslandiginda AZA beslemesinin orta melanizasyonu
arttirdig1 soylenebilir (F= 3,045; df 5,12; P= 0,053).

Gliglii melanizasyon durumuna bakildiginda 1,0 pg/larva doz uygulanan grupta
AZA, artiga sebep olmustur. Kontrol gruplar1 ve 2,0 pg/larva AZA uygulanan grup ile 1,0
pg/larva AZA ile beslenen grup arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir. AZA’nin 4
saatlik uygulamada giliclii melanizasyonu arttirdigi soylenebilir. En diisik giiclii

melanizasyon verisine distile su ile beslenen grup sahiptir (F= 1,138; df 5,12; P=0,392).
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Tablo 3.6. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde 4 saatlik melanizasyon durumuna

etkisi
AZA Dozlari Melanizasyon Durumu
(ug/larva) (% Ort.2 + SH)®

Olmamus® Zayif® Orta® Giiglii

Kontrol 82,90 + 0,08a 09,00 £+ 0,004a 03,40 £ 0,25a 04,70 +£0,310a
(dlistile su)
Kontrol (10% 68,02 + 0,04b 20,33 + 0,060b 04,80 +0,17a 06,85 £ 0,100a
Etanol)
0.5 67,45 £0,01b 16,85 £ 0,020b 07,55 +0,07b 08,15 £ 0,190ab
1.0 66,00 + 0,04b 17,05 £ 0,040b 03,80 +0,12a 13,15 + 0,005b
15 69,34+ 0,01b 15,64 + 0,020b 05,18 £ 0,10ab 09,84+ 0,140ab
2.0 76,20 £ 0,07ab 13,40 £ 0,210ab 05,10 +£0,13ab 05,30+ 0,220a

@Her biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

b {statistiki olarak onemli farkliliklar a-b harfleri ile belirtilmistir. (P>0.05, Tukey’s HSD test®, Tamhane

T29).
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Sekil 3.13. AZA’'nin G. mellonella larva hemositlerinde 4 saatlik melanizasyon

durumuna etkisi
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Ayn1 yontemle 24 saat sonunda larvalardan disekte edilerek elde edilen Sephadex
DEAE A-25 boncuklarinin melanizasyon durumu Tablo 3.7 ve Sekil 3.14 gosterilmistir.

AZA’ya bagl olarak melanizasyon durumlarinda farklilik bulunmustur.

Melanizasyon tepkimesinin gozlenmedigi durumda en diisiikk veriler kontrol
gruplarinda gozlenmektedir. En yiiksek ylizdeye sahip olan 2,0 ug/larva AZA uygulanan
grupla 0,5 pg/larva AZA uygulanan grup arasindaki fark 6nemsizdir. Melanize olmama
durumunun kontrol gruplariyla kiyaslandiginda yiiksek oldugu 0,5 pg/larva AZA ile
beslenen grubun higbir grupla arasindaki fark istatistiki olarak anlamli degildir. Melanize
olmamis boncuk sayisi, Kontrol gruplarinda en diisiik veriye sahiptir (F= 0,568; df 5,12;
P=0,723).

Zayif melanizasyon durumu degerlendirildiginde en diisiik verinin 2,0 pg/larva doz
uygulanan gruba ait oldugu gézlenmektedir. Bu grupla diger tiim gruplar arasinda fark

gozlenmektedir. 2,0 ug/larva AZA, zayif melanizasyonu azaltici etki gostermistir (F=

0,539; df 5,12; P=0,743).

Orta melanizasyon durumu degerlendirildiginde 2,0 pg/larva AZA’da orta
melanizasyon oldukga azalmistir. Etanol ve 1,0 pg/larva AZA uygulamadan 24 saat sonra
orta melanizasyonu arttirmigtir. Distile su uygulanan grupla 0,5 ve 1,5 pg/larva AZA

uygulanan gruplarin arasinda fark bulunmamigtir (F= 3,957; df 5,12; P= 0,024).

Giiglii melanizasyon durumunda da en diisiik oran 2,0 pg/larva AZA ile beslenmis
grup oldugu gézlenmektedir. Bu grupla diger gruplar arasindaki fark anlamlidir. Distile
su ile beslenen grupla 1,0 pg/larva AZA ile beslenen grup arasinda fark mevcut degildir.

Bu gruplarda giiglii melanizasyon durumu yiiksektir (F= 1,905; df 5,12; P=0,167).

Taskiran (2016) yiiksek lisans ¢alismasinda AZA’nin G. mellonella larvalar
tizerindeki melanizasyonunu incelemistir. Farkli dozlarda (100, 1000, 3000 ppm) AZA
ile olusturulan deney gruplarinin yani sira iglem yapilmayan ve distile su uygulanan iki
kontrol grubu olusturulmustur. Doza bagli olarak melanizasyon tepkimesinde farkliliklar
bulmustur. Calismamizda elde ettigimiz AZA’nin  G. mellonella larvalarinda

melanizasyonu etkiledigi bulgusu desteklenmektedir.
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Calismamizda elde ettigimiz sonuglarla GAsz ile beslenen G. mellonella
larvalarinda melanizasyon durumunu inceleyen Altuntas ve ark. (2012)’nin elde ettigi
sonuglar karsilastirildiginda sonuglar uyumluluk gostermektedir. 4 saatlik incelemede
GAs dozuna bagli olarak melanizasyon tepkimesi artis gostermistir. Calismamizda da
AZA’ya bagl olarak 4. saatte melanize olmus boncuk sayisinda artma gozlenmistir.
Yapilan caligmada 24 saatlik melanizasyonda GAs dozlarinda azalma bulmustur.
Calismamizda 2,0 pg/larva AZA uygulanan grup en yliksek melanize olmamis boncuk
sayisina sahiptir. Yaptigimiz ¢alismada 24 saatlik melanizasyon durumunun AZA’ya
bagli olarak azaldig1 gozlenmistir. Grizanova ve ark. (2014)’nin yaptig1 ¢calismada G.
mellonella larvalarina enjekte edilen Bacillus thuringiensis’e bagli olarak melanizasyon
tepkimesinde azalis oldugu kaydedilmistir. Calismamiz literatiirdeki diger ¢alismalarla

uyumludur.

Tablo 3.7. AZA’nin G. mellonella larva hemositlerinde 24 saatlik melanizasyon

durumuna etkisi

AZA Dozlari Melanizasyon Durumu
(ug/larva) (% Ort.? = SH)®

Olmamus Zayif Orta Giigli®
Kontrol 40.50 £ 0.07a 18.95 £0.07a 07.80 £0.12a 32.75 £0.03a
(distile su)
Kontrol (10% 41.20+0.10a 24.55+0.13a 10.55+0.20b 23.70 £ 0.03b
Etanol)
0.5 54.55 £ 0.08ab 18.05 +0.09a 05.65 £0.03a 21.75 £0.02b
1.0 43.45 +0.05a 16.95 £0.18a 10.30 £ 0.12b 29.30 £ 0.07a
1.5 48.85+0.13a 19.75 £ 0.06a 06.75 +0.10a 24.65+0.01b
2.0 67.73 £0.18b 13.93 £0.10b 04.21 £0.11¢c 14.13 £ 0.16¢

aHer biri 5 larva ile yapilan 3 tekrarin ortalamasidir.

b Istatistiki olarak &nemli farkliliklar a-b harfleri ile belirtilmistir. (P>0.05, Tukey’s HSD test, Tamhane

T29).
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4. SONUCLAR

Tarimsal alanda zararlilarla miicadelede kimyasal yontemlerin verdigi zararlardan
dolay1 giin gectikce dogal kokenli pestisit kullanimi artmaktadir. Béceklerle miicadelede
ise biyoinsektisit madde olarak AZA 6n plana ¢ikmaktadir. AZA’ nin bocekler tizerindeki
birgok zararli etkisi bilinmektedir (Girish ve Shankara, 2008).

Yaptigimiz ¢alismada AZA’nin bdcek bagisiklik sistemi lizerindeki etkisini
6lgmek i¢in model deney hayvani olan G. mellonella kullanilmistir. Elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde AZA dozuna bagh olarak savunma sisteminde farkliliklar
gozlenmistir. AZA uygulanan bireylerde canli hemosit sayilarindaki azalis ile ge¢ apotoz
ve nekroz durumlarindaki artts AZA’nin boceklerde toksik oldugunu gostermektedir.
Dere ve ark. (2015) calismalarinda AZA’nin LDso degerini bulmus ve AZA’nin G.

mellonella tizerinde toksik etkisi oldugunu kanitlamistir.

4 saatte enkapsiilasyon reaksiyonundaki artis savunma sisteminin direng
gosterdigini belirtmektedir. 24 saatlik enkapsiilasyon sonuglarina gére AZA boceklerde
hemositlerin enkapsiile etme yetilerini etkilememistir. Bu sonu¢ boceklerde etken
maddeye karsi zamanla tolerans gelisebilecegini gostermektedir. Canli (2017) G.
mellonella  iizerinde TiO2 nanopartikiilleriyle yaptigi ¢alismada 4 saatlik
enkapsiilasyonda doza baglh degisiklik gozlemlemisken 24 saatlik enkapsiilasyonda bir

farklilik gézlemlememistir.

Boceklerde hiicresel savunma sisteminin yapi taglar1 hemositlerdir. Bocekler
yabanci ve zararli bir maddeye karsi hemositlerin ortak bir ¢alismasiyla kendilerini
korurlar (Wiesner ve Gotz, 1993; Xylander, 2009). Cesitli yontemlerle savunmada gorev
alan hemositlerin ¢alisma mekanizmasinda AZA’nin toksik etkisinin bulundugunun
vurgulandigi bu ¢alisma ileri diizey molekiiler ¢caligmalarla gelistirilerek AZA’nin hangi
mekanizmalari etkileyerek savunma sisteminde zayiflik meydana getirdigi aciklanabilir.
Calismamizda hemosit incelemeleri hem enkapsiilasyon ve melanizasyon agisindan hem
de apoptoz, nekroz, mitotik indeks ve mikronukleus olusumu agisindan genis c¢apta

incelenmistir.

Calismamiz kapsaminda incelenen mitotik indeks sonuglar1 degerlendirildirilde

elde edilen verilen 6nceki ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Hemositlerdeki mitotik
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indeks %1 ila %8 arasinda degismektedir (Beaulaton, 1979). Tiim AZA dozlarinda artig
gozlenmekle birlikte en diisiik dozda istatistiksel olarak onemli bir artiy gdzlenmistir.

Calisma sonucuna gore AZA G. mellonella larvalarinda hiicre dongiistinii arttirmaktadir.

Onceki calismalar dikkate alindiginda birgok pestisitin genotoksik etkileri oldugu
gozlenmektedir (Gonzalez,2011). AZA uygulamasinda doza bagli olarak mikronukleus
olusumunda artig gozlenmistir ve sonuglar daha Onceki caligmalarla tutarlilik
gostermektedir. Ozellikle yiiksek dozlarin DNA hasarmmi daha fazla arttirdign ve

mikronuklus olusumuna sebep oldugu gézlenmistir.

Calismamizda kontrol grubu olarak AZA’nin ¢dziiciisii olan etanol ve distile su
kullanilmistir. AZA dozlariyla bu iki kontrol grubu arasinda birgok reaksiyonda farklilik
mevcuttur. Ayn1 zamanda 4 saatlik melanizasyon durumu incelendiginde distile su
uygulanan grupla etanol uygulanan grup arasinda da fark olmasi etanoliin G. mellonella
larvalarinda bir takim toksik etkisi olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Dere ve ark.
(2015) yaptiklari ¢alismada distile su ve etanol olmak {izere iki kontrol grubu olusturmus
ve elde ettigi sonuglara gore etanol distile su ile ayni etkilyi gostermeyerek G. mellonella
larvalar1 tzerinde toksik etki olusturmustur. Calismalardaki benzerlik gelecek
calismalarda etanoliin boceklerde bagigiklik sistemine etkilerinin arastirilmasina 6n

agabilir.

Sonug olarak calismamizin, bocek bagisik sistemi ve genotoksisite ile ilgili
gelecek caligmalarda kullanilabilecek bir veri olarak degerlendirip literatiire katki

saglayacagi kanisindayiz.
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