SELCUK
UNIVERSITESI

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

ALSYSTIN'IN ALTINCI EVRE Galleria
mellonella L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE )
LARVAL INTEGUMENTI UZERINE ETKIiLERI
Naci GORER
YUKSEK LiSANS TEZi

Biyoloji Anabilim Dah

Temmuz— 2011
KONYA
Her Hakk: Sakhdir



TEZ KABUL VE ONAYI

Naci GORER tarafindan hazirlanan “Alsystin'in altinc1 evre Galleria mellonella
L. (Lepidoptera: Pyralidae) larval integumenti iizerine etkisi” adli tez calismasi
18/07/2011 tarithinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Selguk Universitesi Fen |

Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul
edilmistir.

Jiiri Uyeleri Imza

Baskan
Prof. Dr. Emrah SUR

Danisman
Yrd. Doc. Dr. Sadettin UNSAL

ﬁye
Yrd. Dog¢. Dr. Haluk OZPARLAK

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Bayram SADE
FBE Midiirii

Bu tez ¢alismas: BAP tarafindan 10201074 nolu proje ile desteklenmistir.



TEZ BiLDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Naci GORER

05.07.2011



OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

ALSYSTIN’IN ALTINCI EVRE Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE) LARVAL INTEGUMENTI UZERINE ETKILERI

Naci GORER

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Doc. Dr. Sadettin UNSAL
2011, 58 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Emrah SUR
Yrd. Doc. Dr. Sadettin UNSAL
Yrd. Do¢. Dr. Haluk OZPARLAK

Alsystin’in altinc1 evre Galleria mellonella L. larvalarinin iizerine kitin sentez inhibitorii (CSI)
etkisi aragtirildi. Probit analizi yontemiyle G. mellonellla larvalari i¢in Alsystin oral yolla uygulanip LCs
degeri 400 ppm olarak tespit edildi. Calismada 400 ppm ve bunun azalan miktarlart olan 200, 100, 50, 25
ve 12.5 ppm’lik dozlar kullanildi.

Alsystin’in 12.5 ve 25 ppm’lik dozlarinin altinct evre larvalart igin kiitiikiila kalinligi {izerine
etkisiz (P> 0.05) oldugu gozlenirken; 50, 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarmin etkili oldugu (P< 0.05)
gozlendi. Alsystin’in ii¢ dozunda (100, 200 ve 400 ppm) tiim larvalarda ayn1 oranda olmamakla beraber
gelisim inhibisyonu, hareketlerde yavaslama, kararma, hemolenf kayb1 gézlendi ve bu ii¢ dozda larvalarin
deri degisimleri basarisiz oldu. Diger ii¢ dozda (12.5, 25 ve 50 ppm) ise larvalar gelisimlerine devam edip
bir iist evreye ge¢melerine ragmen erginlerin kanat yapilarinda anomaliler gézlendi. Uygulanan tiim
dozlarda ise larval periyot siiresi kontrol grubuna gore uzadi.

Histolojik olarak ise; Alsystin’in 50, 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarinda amorf prokiitikiila
yapisina ilaveten hiicre i¢i graniiler olusumlar, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda vakuoler olusumlar gézlendi.

Deneme gruplarinda doz/ zaman iliskisine bagli olarak yiikselen dozlarda epidermal hiicrelerin
kiitikiila sekresyonu daha yiiksek oranlarda bloke edildi. 50- 100 ppm’lik dozlarda Alsystin’li diyetle
beslenen larvalarin kiitikiila sekresyonu %20, 200- 400 ppm’lik dozda Alsystin’li diyetle beslenen

larvalarin kiitikiila kalinliklari ise sirastyla %37- 38 oraninda azaldu.

Anahtar Kelimeler: Alsystin, biiyilk kovan giivesi, Galleria mellonella, integliment, Kitin sentez

inhibitori (CSI), kiitikiila, Triflumuron,
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Inhibitory effect of Alsystin on chitin synthesis (CSI) in sixth instar Galleria mellonella L. larvae
was investigated. LCg, was found as 400 ppm for sixth instar G. mellonellla larvae by using probit
analysis method. In this study, 400 ppm and its decreasing amount as 200, 100, 50, 25 and 12.5 ppm were
used.

The used 12.5 and 25 ppm doses of Alsystin had no effect on sixth instar larvae (P>0.05), while
four doses (50, 100, 200 and 400 ppm) affected the cuticle thickness (P< 0.05). Although larvae showed
symptoms of inhibition in growth, slower movement, darkning, lose of hemolymphat different ratios at
100, 200 and 400 ppm, all doses failed in molting. In other three doses (12.5, 25 and 50 ppm), though
larvae continued to their growth and succeeded in molting, anomalies was observed on their wings.
Besides, at all applied doses, larval period took longer than control ones.

In regard to histological findings, at 50, 100, 200 and 400 ppm doses of Alsystin, in addition to
amorphous procuticle structure, granular formations in the cell were observed. Moreover, in the doses of
200 and 400 ppm, vacuole formations were investigated.

Depending on dose/time ratio, at higher doses, the inhibition of cuticle secretion in epidermal
cells was higher than that of at low doses. The cuticle secretion decreased about 20% and 37-38% for the

larvae having diet with 50- 100 ppm and 200- 400 ppm Alsystin, respectively.

Key words: Alsystin, Galleria mellonella, greather wax moth. integument, chitin synthesis

inhibitor (CSI), cuticle, Triflumuron,
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SIMGELER VE KISALTMALAR

- aritmetik ortalama

: apoliz

: kitin sentez inhibitorii (Chitin Synthesis Inhibitor)

: eski kiitikiila

: ekuviyal bogluk

: ekzokditikiila

: ekuviyal s1vi

: endokditikiila

: endokditikiilar lamel

: epidermal hiicre por kanali baglantisi

: epidermal hiicre

: epikiitikiila

: epidermal hiicre salgisi

: epikiitikiilar tliberkiil

: epidermal hiicre salg1 yogunlagmasi

: hidroliz edilen prokiitikiila

: hemosit

: bocek gelisim diizenleyicisi (Insect Growth Regulator)

: interzon kiitikiila

: kareler ortalamasi

: kareler toplami

: test hayvanlarinin %50’sini 6ldiirmek icin gerekli olan konsantrasyon
- test hayvanlarinin %90’sini 6ldiirmek i¢in gerekli olan konsantrasyon
: test hayvanlarinin %95’ini 6ldiirmek i¢in gerekli olan konsantrasyon
: prokiitikiilanin hidrolizi

: por kanali

: prokiitikiila

. prokiitikiilar lamel

: serbestlik derecesi

: standart hata
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- yeni epikiitikiilar tiiberkiil
: yeni kiitikiila
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1. GIRIS

Insanoglunun varolusundan bugiine kadar, aricilik diinyada bilinen en eski
tarimsal faaliyetlerden birisi olup hemen hemen biitiin diinya kiiltiirlerinde genis yer
almaktadir. Aricilik gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerde cesitli amaclarla
Onem verilen tarimsal faaliyetlerden biridir. Topraga bagimli olmamasi, az bir sermaye
ile yapilabilmesi ve diger tarim kollarina oranla daha az is giicii kullanmasi, ariciligi 6n
plana ¢ikartan 6nemli 6zelliklerdendir (Erkan ve Askin, 2001).

Ulkemiz, cografi yapisi, bitki cesitliligi ve nektar kaynaklar1 bakimindan bal
tiretimi i¢in ¢ok uygun bir tilke olup, aricilik agisindan biiylik bir potansiyele sahiptir.
Tiirkiye diinyada bulunan 52 milyon ar1 kolonisinin 4 milyonunu cografyasinda
bulundurmakta, diinyada iiretilen 1.126.000 ton balin yaklasik 70.000 tonu iilkemizde
tiretilmektedir (Erkan ve Agkin, 2001).

Tiirkiye’de 200.000 tarim isletmesinde aricilik faaliyetleri yapilmakta ve bu
tarim isletmelerinin %10°’nun ge¢im kaynagini aricilik olusturmaktadir. Bu tarim
isletmelerinin toplam ar1 kolonisi varliginin %80’ine sahip oldugu ve bal iiretiminin
%90°nin  gergeklestirdigi tahmin edilmektedir. Aricilik iriinii olarak sadece bal
bilinmektedir. Oysaki arilardan balin yanisira balmumu, ar siitii, polen, propolis ve ar1
zehiri gibi 6 ¢esit liriin elde edilmektedir. Arilar, bu {iriinlerden; bal (nektar olarak),
polen ve propolisi dogadan toplamaktadirlar; ar1 siitii, balmumu ve ar1 zehirini ise bal ve
polen kullanarak metabolizmalarinda iiretmektedirler. Aricilik, ¢evrenin, tarim ve
orman {rilinlerinin korunmasina ve gelismesine, polinasyon ile katkis1 bulunan énemli
bir faaliyettir. Ariciligin polinasyon yolu ile bitkisel iiretime katkisi, ar1 {riinleri
tiretiminden elde edilen gelirin en az 10 kat1 kadardir (Kurt, 2007).

Tiirkiye 4 milyonun tizerindeki ar1 kovani koloni varlig: ile diinyada dordiincii
sirada olmasina ragmen bal iiretiminde yedinci siradadir. Ulkemizde koloni basina
ortalama bal verimi oldukga diisiiktiir. Bunun en onemli nedeni hastalik ve zararlilari
hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmamasi, gerekli miicadelenin zamaninda ve dogru bir
sekilde yapilmamasidir. Bu durum {lke ariciligindaki  verim  diisiikliigliniin
nedenlerinden birisi olmaktadir (Oztiirk, 2001). Ulkemizde koloni basma verimliligin
diinya ortalamasindan diisiik olmasinda bal aris1 paraziti ve bal petegi zararlilar1 dnemli

bir yer tutmaktadir (Akyol ve Korkmaz, 2008).



Bal iiretimini olumsuz etkileyen Varroa hastaligina sebep olan ar1 akar1 Varroa
jacobsoni (Oudemans) (Selgukoglu, 1999) disinda, aricilik sektdriinde ekonomik agidan
en biiyiik zarari, kovanlarda ve depolarda peteklere zarar veren Galleria mellonella L.
(biiyiik petek giivesi) ve Achoria grisella (kiiglik petek giivesi) yapmaktadir. Bunlardan
G. mellonella, Lepidoptera ordosu, Pyralidae familyasina ait holometabol bir tiir olup
hayat devresini larva, pupa ve ergin, olarak gec¢iren, bu dongiiyii altt haftada
tamamlayan ve en zararli olamidir. Erginleri yumurtalarin1 kovanlarda arilarin
ulagamayacagi bolgelere birakirlar. Yumurtadan ¢ikan larvalar peteklerde tiinel agmak,
kovanlardaki bal ve peteklerle beslenmek suretiyle; yash larvalar ise ordiikleri ipeksi
aglarla petekleri birbirine yapistirmak ve onlar1 tamamiyle yemek suretiyle zarar verirler
(Ali ve ark., 1973). Genellikle saglikli ve giigli ar1 kolonilerinde G. mellonella
larvalarinin zarart kovandaki is¢i arilarin zararliyr baskilamalari sonucu aricilar
tarafindan fark edilmezken, ¢esitli nedenlerle ergin is¢i ar1 sayisi azalmis zayif
kolonilerde, énemli ekonomik kayiplar olugsmakta ve bu durum arilarin kovani terk
etmesiyle sonuglanmaktadir (Sanford, 2003). G. mellonella, kovanlarda arilara ve
peteklere en biiyiik zarar1 larval donemde vermektedir. Ar1 kolonilerinde 1 g balmumu
tiretimi i¢in arilarin 8.25 g bal tiiketmeleri (Whitcomb, 1946) disiiniildiigiinde G.
mellonella larvalarinin aricilik sektoriine verdigi kaybin 6nemi daha iyi anlasilabilir.

Zararl1 boceklerin meydana getirdigi zararin biiyiikliigliniin populasyon
yogunlugu ile dogru orantili oldugu bilinmektedir (Olson ve ark., 2000).

Ulkemizde kabartilmis peteklerin depolanma sirasinda G. mellonella
larvalarina kars1 korunmasi ekonomik agidan énemli bir olgu olup, bu koruma sirasinda
insan sagligina zararli ve kalinti birakan kimyasallarin da kullanilmamasma dikkat
edilmesi gerekmektedir (Akyol ve Korkmaz, 2008).

Diinya niifusunun hizla artmasi, 6zellikle tarimsal kaynakli {iriinlerin {iretim,
depolama ve pazarlama asamalarinda zararlilara kars1 daha 1yi korunmasi
zorunlulugunu getirmistir. Bu nedenle bu tiir zararlilara kars1 kimyasal miicadele 6nemli
Ol¢iide artmistir. Bu kaynaklarin zarar gérmesinde bocekler 6nemli bir yer tutmaktadir.
Bocekler, arazi ortaminda direkt olarak zararli olabilecekleri gibi, bu iiriinlerin
depolanmasi ve pazarlanmasi sirasinda da onemli kayiplara yol agmaktadir. Bu
zararlilarla miicadelede biyolojik miicadele yonteminin yaninda, uygulamanin kolay ve
ucuz olmasi, kisa zamanda etki gosterebilmesi nedeniyle kimyasal miicadele daha fazla
kullanilan bir yontemdir. Kimyasal miicadelede kullanilan maddelerin basinda genelde

toksik ve biyosidal maddeler olan pestisitler gelmektedir. Pestisitler zararli hayvanlarin,



boceklerin, mikroorganizmalarin, otlarin ve sorun teskil eden diger canlilarin 6lmesini
veya lremelerini durduran kimyasallardir. Pestisitlerin sinirsiz ve kontrolsiiz sekilde
bilingsiz olarak kullanilmasi; topragin, havanin, suyun kirlenmesine, yararh tiirler ile
insanlar iizerinde olumsuz etkilere yol agmaktadir. Dogada kimyasal kirlilige yol agan,
toprakta, suda, meyvelerde, sebzelerde ve diger besin maddelerinde uzun siire
bozulmadan kalan ve besin zinciri yoluyla insanlara kadar ulasabilen pestisitlerin
alerjik, karsinojenik, mutajenik ve teratojenik etkilerinin oldugu, cesitli canlilarla
yapilan calismalarla gosterilmistir (Vural, 1984). Giiglii ve siirdiiriilebilir bir kovan
idaresinin en biiyiikk hedefi, kullanilan ilaglarin zararli organizmalar1 Oldiirebilecek
dozda, ancak bal ve bal iiriinlerinde gida kalitesi ve giivenilirligini etkilemeyecek
diizeyde kullanilmasidir. Ar hastalik ve zararlilarina karst ar1 kolonilerinde kullanilan
cesitli kimyasallar ve ilaglar ile dogrudan, tarimsal miicadele ilaclarinin bitkilerde
bilingsiz kullanimi nedeniyle de dolayli olarak balda kalinti olusturmakta ve kalitesini
diisiirmektedir (Slabezki, 2010). Tiim bu olumsuzluklar goz Oniine alinarak hedef canli
tizerine daha duyarli, hedef canli disinda kalan diger canlilara ve yararli organizmalara
kars1 zararsiz olan bilesikler gelistirilmistir. Bu gelistirilen insektisitler, bocek biiyiime
diizenleyicileri (IGRs)’dir (Mommaerts ve ark., 2006). Bocek gelisim diizenleyicileri
(IGRs) ficiincii nesil insektisitler olarak isimlendirilip etki sekillerine gore li¢ grupta
siiflandirilmaktadir. Bunlar; (i) juvenil hormon ve analoglari, (ii) ektizon antogonistleri
(iii) kitin sentez engelleyicileridir (CSls) (Mondal ve Perween, 2000). Bunlardan kitin
sentez engelleyicileri (CSIs) larvalarin bulundugu ortama disaridan verilerek onlarin
gomlek degistirmesini engelleyerek bulunduklar1 devrede 6lmesine sebep olurlar.

Lepidoptera takimina ait tiirlerin ¢ogu tarim zararlis1 olduklarindan ekonomik
acidan onemli boceklerdir (Biiyiikgiizel ve ark., 2002, Tunaz ve ark., 2004). Klasik bir
kitin sentez inhibitorii olan Alsystin (Triflumuron) Lepidopteralar (Konanz, 2009)
disinda Diptera, Orthoptera, Siphanoptera ve Coleoptera ordolar1 iizerine
(Vezirianzadeh ve ark., 2007) oral ve temas yolu ile etki yapan bir insektisittir. Diger
CST’lerle etki yoniinden karsilastirildiginda onlara gore daha yavas etki yapmakla
beraber; bitkiler, omurgalilar ve diger sicakkanlilar iizerine ¢ok az, ya da hemen hemen
hi¢ toksik degildirler (Mrusec ve ark., 2001).

Kimyasal insektisitlerin bocek iizerindeki etki yerlerinden biri de larval
integimenttir. Bu c¢alismada G. mellonella’nin altinct evre larval integiiment
histolojisinin incelenmesinin yanisira, benzoilfenil iire grubuna dahil ve bir kitin sentez

inhibitorii (CSI) olan Alsystin’in G. mellonella altinci evre larvalar iizerine LCsy Ve



bunun subletal dozlarinin tespiti ve bu dozlarin larval integiiment iizerine etkisinin

arastirilmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Bocek Integiimentinin Yapisi

Integiiment terimi omurgasizlar igin genel olarak bazal membran iizerine
oturmus tek sirali hiicrelerden olusan epidermis tabakasi ile bu hiicrelerin salgisiyla
olusan kiitikiila tabakasi i¢in kullanilir (Lower, 1956).

Epidermis kiitikiila tabakasinin altinda tek sirali epidermal hiicrelerden meydana
gelir ve kiitikiilay1 salgilar. Bu epidermal tabaka boceklerde hipodermis olarak da
adlandirilir (Lower, 1956). Larvalarin gelisimine gore epidermis ince, genig ve yassi
sekilden, prizmatik sekile degisebilir (Unsal ve Ayvali, 1989). Epidermis, tiim gelisim
asamalar1 boyunca en iyi yeni kiitikiila olusurken gozlenir ve diger zamanlarda oldukca
incedir (Wiglesworth, 1974). Epidermis tabakasinin ilk salgiladig1 tabaka en disdaki
epikiitikiiladir. Daha sonra i¢ tabaka olan prokiitikiila salgilanir (Reynolds, 1987).

Boceklerde kiitikiila ii¢ tabakadan olusmaktadir. Bunlar distan i¢e dogru
epikiitikiila, ekzokiitikiila ve endokiitikiiladir. Ekzokiitikiila ve endokiitikiilanin ikisine
birden prokiitikiila adi1 verilmektedir. Prokiitikiilanin {izerinde bulunan ve kitinsiz bir
tabaka olan epikiitikiila 0.003- 4 um arasinda degisiklik gdsterebilen kalinliktadir.
Epikiitikiila bazen koyu pigmentli olabilirken; ¢ogunlukla renksiz olan ve birkag
tabakadan olusmus kompleks bir tabakadir. Bu tabaka distan ice dogru sement, mum,
polifenol ve kiitikiilin tabakalarindan olusur (Lower, 1956). Epikiitikiilanin altindaki
tabaka ekzokiitikiiladir. Bu tabaka sert ve tanenlesmis proteinden meydana gelmistir.
Tanenlesen bu protein ekzoiskelete sertlik kazandirir (Nesbitt, 1970). Sert ve yogun
olan bu tabaka genellikle renkli, bazen siyah olabilir. Bu tabakaya primer kiitikiila da
denilir ve endokiitikiiladan daha ¢ok pigmente sahiptir. Ekzokiitikiilanin altindaki
tabaka endokiitikiiladir. Kalin, renksiz, yumusak ve elastik olan bu tabakaya sekunder
kiitikiila da denilmektedir. Ayn1 zamanda kiitikiilanin en biiyiik kismini olusturur ve
esas bileseni kitindir. Baz1 boceklerde ekzokiitikiila ve endokiitikiila katmanlar1 arasinda
kendine has boyanma &zellikleriyle belirlenen ince bir tabaka daha bulunmaktadir. Bu
tabaka mezokditikiila olarak ifade edilmistir (Locke, 1961). Ekzokiitikiilanin olmadigi
yerde mezokiitikiila olabilir (Ronald ve Richards, 1965). Aslinda ekzokiitikiila bu
yapida var olmasma ragmen ince odugu i¢in epikiitikiiladan ayrilmas: ¢ok zordur
(Lower, 1956). Kiitikiila ve epidermis arasinda mukoid karakterde, kiitikiila ile

epidermis hiicrelerini birarada tutan ve kitin tasiyan olusum ise subkiitikiila olarak ifade



edilmistir (Demirsoy, 1997). Endokiitikiila ve ekzokiitikiiladan diisey dogrultuda ¢ok
sayida ¢izgi gegmektedir. Dis ylizeyden bakildigi zaman bunlar belli sinirlar ile ayrilmig
cokgenler i¢inde siki bir sekilde yerlesmis kii¢iik noktalar halinde goriiliir. Bu diisey
cizgilere por kanallar1 denilmektedir (Wiglesworth, 1974).

Epidermisle epikiitikiila arasinda bulunan prokiitikiila biiyiik ol¢lide sekilsiz
matriks ve bu matriks iginde gomiilii ¢ok sayida sert, ince, uzun fibrillerden meydana
gelmistir (Lower, 1956). Kiitikiila matriksi proteinlerinden, fibrilleri ise Kkitinden
yapilmis bilesik bir yapidadir. Kitin mikrofibrillerinin muhtemelen birbirleriyle H- bagi
ile baglanmis 18 tane siki bicimde paketlenmis poli N- asetilglukozamin zincirinden
olustugu ifade edilmistir. Her bir polimerin zincirlerinin yonii bellidir. Kiitikiila
mikrofibrilleri bir polisakkarit olan kitinden (CgH130sN)x yapilmustir. Kitin § (1- 4)
bagiyla birbirine baglanmistir ve N- asetilglukozamin’in basit bir polimeridir. Kitin
fibriller ¢ift sayida anti paralel poli- GIcNAC zinciri igerir. Bu durum kiitikiilanin

horizontal yapisinin olusmasinda 6nemlidir (Reynolds 1987).

2.2. Benzoilfenil iire Grubuna Giren Kitin Sentez Inhibitorlerinin (CSls)

Integiiment Uzerine Etkileri

Pestisitlerden olan insektisitler, i¢erdikleri etken maddeye, islevlerine, kimyasal
tiplerine, kullanimlarina, kalicilik etkilerine ve etki ettikleri gelisim evrelerine gore
simiflandirilmaktadirlar.  Alsystin  pestisitlerin  kimyasal tiplerine gore piretroit
grubundadir. Aktif oldugu etken maddeye gore benzoilfenil iire grubu, bocek gelisim
diizenleyiclerinin (IGRs) kitin sentez inhibitorleri (CSIs) grubunda ve etki ettikleri
gelisim evrelerine gore ise larvisit- ovisit grubuna dahil olan bir insektisittir (Oguz,
2006).

Benzoilfenil iire grubuna dahil olan Alsystin ile larval ve pupal integiiment
tizerine yapilan calismalarda, bu insektisitin deri degisim siiresini geciktirdigi, deri
degisimini ve endokiitikiilar lamellerin birikimini engelledigi, malpigi tiiplerinin
olusumunu etkiledigi (Parween, 1997), integiimentin protein yapisinda ise hicbir
degisiklige sebep olmadigi tespit edilmistir (Rehimi ve Soltani, 1999, Mello ve ark.,
2008).

CST’ler deri degistirme siirecini bozmasindan dolayr metamorfik hasarlara yol
acmaktadir. CSI’ler temelde kitin biyosentezi siiresince Kkitin sentez enzimini

engellemektedir (Deul ve ark., 1978) ve boylece test boceklerinde bazi dis morfolojik



anormalliklere sebep olmakta, bunun sonucunda da deri degistirme siirecinde ya da
farkli tlirdeki deformasyonlardan dolayir larval oliim ger¢eklesmektedir. Histolojik
deliller bu bilesiklerin deri degistirme sonras1t prokiitikiilada lamel birikimini
engelledigini ortaya ¢ikarmistir (Degheele, 1990). Lamel birikiminin engellenmesinin
yaninda, anormal endokiitikiilar kitin birikim sonucunda da (Hammock ve Quistad,
1981) deri degisimi basarisizlikla sonuglanabilmektedir (Ishaaya, 1990). Bocegin deri
degisiminin bozulmasi, doza ve kullanilan bilesige bagli olmakla birlikte uygulama
yapilan bocegin tiiriine gore de degisebilmektedir (Retnakaran ve ark., 1985).

Ishaaya ve Casida (1974), Musca domestica larvalarmi Triflumuron’la
beslediklerinde, M. domestica larvalarinin kitin seviyelerinde ciddi bir sekilde azalma
oldugunu, larval kiitikiilanin protein iceriginde ise degisiklik olmadigini, fenoksidaz ve
kitinaz aktivitesinde Onemli Ol¢iide artis oldugunu bunun sonucunda da kitinin
birikiminin bozuldugunu ve ekzokiitikiilada kararmalar oldugunu tespit etmislerdir.

Ishaaya ve Ascher (1977), Tribolium castaneum larvalarina Triflumuron’u besin
yoluyla vererek Kkitin sentezini engelleyip engellemedigini arastirmiglar bunun
sonucunda Triflumuron verilen larvalarin sindirim enzim aktivitelerinin azaldigini
gozlemisler, benzer etkileri invertaz ve amilaz enzimlerinde de gormiislerdir. Ayrica
glikoz tiretiminden sorumlu olan trehaloz aktivitesininde azalma oldugunu, bu durumun
da glikoz eksikligine sebep oldugunu ve bundan dolay: kitin sentezinin engellenmis
olabilecegini ifade etmislerdir.

Ishaaya ve ark. (1981), benzoilfenil iire’lerin ¢ok diisiik seviyelerinin bile farkli
oranlarda larval oOliimlerin gergeklesmesine sebep oldugunu ifade etmislerdir.
Yumurtadan yeni ¢ikmuig T. casteneum’a uygulanan 0.4 ve 0.2 ppm’lik Diflubenzuron
dozunun gelismis larvalarin kolonideki sayilarini azalttigini, 0.08- 1.28 ppm’e degisen
aralikdaki Triflumuron’un ise T. castaneum’un larvalarinda %50 oraninda Sliimlere
sebep oldugunu ifade etmislerdir.

Weaver ve Begley (1982), oral yolla uygulanan Cyromazin ve Triflumuron’un
Lucilia cuprina larvalarininda 6nemli 6l¢iide 6liimlere sebep oldugunu agiklamiglardir.

Ahmed ve Naqgvi (1985), Aedes egypti’ nin ikinci ve l¢iincii evre larvalarina
karst Triflumuron’un LCsy degerini 20 ppm olarak tespit etmisler ve larvalarinin
cogunun bu degerde oldiigiinii gostermislerdir. Bu durumun protein metobolizmasinin
akis hizinin bozulmasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.

Binnington (1985), iki farkli kitin sentez inhibitdrii olan Triflumuron ve

Cyromazine’in L. cuprina larval kiitikiilasi {izerine etkisini arastirmistir. Triflumuron’un



prokiitikiilada lamelli yapilarin olusumunu engelledigini ve endokiitikiilar lamel
bikimini bozdugunu goézlemistir. Cyromazine’nin ise kiitikiilada nekrotik lezyonlar
olusturdugunu ve yogun sekilde epidermal hiicre graniillerinde birikintiye sebep
oldugunu tespit etmistir.

El- Gazzar ve ark. (1986), kitin sentez engelleyicilerinin Ctenocephalides felis
larvalarmin birinci ve ikinci evre larvalarinda, {igiincli evre larvalarina gore daha etkili
oldugunu sodylemislerdir. Calismalarinin sonucunda zararlilarla miicadelede eger kitin
sentez engelleyicileri kullaniliyorsa, erken evrelerde miidahale edilmesinin daha da
uygun oldugunu ifade etmisglerdir.

Diflubenzuron, Triflumuron gibi benzoilfenil iireler veya diger asiliireler’in
besiyerine katilarak yapilan deneysel ¢alismalarda, deneme gruplarina ait boceklerin
gelisimlerinin belirgin bir bigimde yavasladigi gézlenmistir. Bu deneyler sonucu elde
edilen veriler sunlardir: Yeni kiitikiila sentezi tamamen engellense de mevcut kiitikiila
hala dis iskelet gorevini yerine getirmektedir. Boylece eski kiitikiila pargalanincaya
kadar bocegin tiim fonksiyonlart normal olarak devam etmekle beraber, yeni
sentezlenen kiitikiilanin ise hem sertligi hem de esnekligi ciddi sekilde bozulmakta ve
bunun sonucunda bocekler fizyolojik olarak atacagi deriden kurtulamadigindan 6liimler
meydana gelmektedir (Reynolds, 1987).

Gujar ve Metrotra (1989), Diflubenzuron, Penfluron, Teflubenzuron ve
Triflumuron gibi kitin sentez inhibitorlerinin Dysdercus koenigii’nin son evre nimfleri
tizerine etkilerini ¢alismislar, LCso degerlerini sirasiyla 0.269, 0.025, 0.112 ve 0.359 nug/
nimf olarak bulmuslar, bu dort kimyasaldan Penfluron’un diger kitin sentez
inhibitorlerinden daha fazla etkili oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Bu dort kitin sentez
inhibitoriiniin yiiksek dozlarin1 nimflere uyguladiklarinda, insektisitlerin once deri
degisiminin geciktigini ve hemen ardindan nimflerde 6liime sebep olduklarini tespit
etmiglerdir. Diigiikk dozlarda ise anomali bireyler olustugunu ancak 6lim olayinin
gerceklesmedigini gozlemislerdir.

El Gazzar ve ark. (1988), Alsystin, Diflubenzuron, Cyromazin’in C. felis
larvalar iizerindeki etkilerini arastirmislardir. {laglarin probit analizi ile LCso degerlerini
sirasiyla 0.36, 0.09 ve 0.94 ppm olarak tespit etmislerdir. Larvalarin yaslari arttik¢a bu
kimyasal insektisitlerin etkilerinin azaldigim1i goézlemisler ve Diflubenzuron ve
Cyromazin’in sadece ikinci evredeki larvalarda toksik etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Alsystin’in etkisinin ise geng larvalarda daha belirgin oldugunu ifade etmislerdir.



Vir (1988), Trogoderma granarium birinci ve iigiincii evre larvalarina 5 ppm
Diflubenzuron uyguladiginda, uygulamadan 10- 20 giin sonra %50 oraninda 6liim, 10
ppm uygulamasinda ise %100 6liim gozlemistir.

Smith ve Grigarik (1989), Triflumuron’un larvalar iizerine hem larvisidal hem
de ovisidal etki yaptigin1 ifade etmislerdir.

Demark ve Bennet (1989), ikinci ve besinci evre Blattella germanica larvalari
Triflumuron, Chlorfluazuron ve Hexaflumuron besinlerle beslendiginde boceklerin her
iki evresinde de 6liim ve anormal gelismeler gézlemislerdir.

Olviatsu ve ark. (1991), Triflumuron’un (0.3 pg/L) letal dozunu Spodoptera
litura larvalarina uyguladiklarinda larvalarin 6nce yari seffaf renk aldigini ve daha sonra
kararmaya basladigini, larvalarin kiitikiilasinda catlamalar goriildiiglinii, devaminda ise
larvalarin  deri degistirmesinin  basarisizlikla sonuc¢landiginm1 ifade etmislerdir.
Triflumuron disik (0.02- 0.05 pg/L) dozlarda uygulandiginda ise larvanin
integimentinde koyu renkte cizgiler ve lekeler gézlenmistir. Yeni kiitikiila olusurken
deri degistirmedeki olumsuzluklar nedeniyle kiitikiilada ¢esitli anormallikler ve
incelmeler tespit edilmistir. Ilag uygulandiginda son dorsal segmentin duyarlilik
derecesinin diger bolgelere gore daha fazla oldugu gériilmiistiir. Ilag uygulamasini
takiben larvalarda deri degisiminden sonra ne beslenme ne de biiylime s6z konusu
olmustur.

Babu ve ark. (1991), Rhyzopertha dominica larvarina 20 ppm Triflumuron
verdiklerinde populasyonda azalma gorememisler, Kramer ve ark. (1980), ayn1 bocegin
larvalarina 10 ppm Triflumuron verdiklerinde populasyonun sayisinin %24 azaldigini
tespit etmislerdir.

Saxena ve Kumar (1991), yeni yumurtadan ¢ikmis T. granarium’a Parween’in
(1996) uyguladig: 1 x 10°° ppm’lik Triflumuron dozlarina maruz biraktiklarinda, larval
periyodun Triflumuron’a maruz birakilmamis larvalara gére daha uzun oldugunu,
Triflumuron’un 0.5 ppm’lik dozunda ise Tribolium confusum’un larval periyodun
stiresini uzattigini gozlemislerdir.

Malinowski ve Pawinska (1992), kitin sentez inhibitorleri olan Chlorfluazuron,
Hexaflumuron, Teflubenzuron, Triflumuron ve Novaluron’u Leptinotarsa decemlineata
larvalarina kars1 kullandiklarinda bu bilesiklerin 6zellikle geng larval evredeki zararh
boceklerin kontroliinde ¢ok etkili oldugunu gdérmiisler, ayrica bu insektisitlerin mide

zehiri ve temas yoluyla larvisit oldugunu ifade etmislerdir.
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Hanrieder ve ark. (1993), Sudan, Kizil deniz yar1 ¢dl alaninda uygulamaya tabi
tutulan Locusta migratoria migratorioides ikinci ve dordiincii evre larvalari {izerine
denenen Alsystin’in artan dozuna bagli (10 ve 80 ga. i./ha) olarak %60- 90 arasinda
Oliimde artisa sebep oldugunu goérmiisler, ayrica larvalarda intersegmental memranda
kopmalar ve sertlesmesi tamamlanmamis yumusak kiitikiila izlemisler, Alsystin’in L.
migratoria’nin beslenme aktivitesinde azalmaya sebep oldugunu tespit etmiglerdir.

Jimenez- Pyedro (1995), Cyromazine ve Triflumuron’u L. cuprina larvalarina
oral yolla uygulamiglar, bu iki bilesigin kitin sentez inhibitorii olarak etkili olup
olmadigini arastirmiglardir. Cyromazine’nin, bocegin endokrin sistemi tizerine etkili
oldugunu tespit etmisler, Triflumuron’un ise mide zehiri olarak etki gosterdigini ifade
etmiglerdir. Triflumuron’un etkilerinin tipik benzoilfenil {ire etkileri ile benzerlik
gosterdigini, larvalarin kiitikiilas1 i¢inde kitin birikimini engelledigini vurgulamislardir.

Parween (1996), Triflumuron 1 x 10°® ppm’lik dozunu T. castaneum’un larvalari
lizerine uyguladiginda, gelismis larvalarda ilag uygulanmis larvalarin boylarinin
azaldigini tespit etmis ve 6nemli oranda larval liime sebep oldugunu bulmustur.

Farashiani ve Ladonni (1999), 0.00001 mg/L Triflumuron dozunu Anopheles
stephensi’nin ilk evre larvalarma karsi kullanmislardir. Denemede 1000 larva
kullanilmis ve bu larvalarin 570’1 pupa evresine ge¢mis, bu evrede %43 oraninda larval
oliim gerceklesmistir. Larvalardaki 6liimler farkli morfolojik anormalliklere bagli olarak
gerceklesmistir. Olen larvalarin kiitikiilalar1 kararmis ve torakslarinda sismeler
gorilmiistiir. Pupaya giren boceklerden ise 138 ergin olugsmus geri kalanlar ise pupa
evresini tamamlayamamistir. Ergin bireylerin tarsusunda ve kanatlarinda belirgin
anormallikler goriilmiis, bunlara ek olarak bu erigkinlerde beslenme ve c¢iftlesme
problemleri tespit edilmistir.

Rehimi ve Soltani (1999), Culex pipiens pipiens L. {igiincii ve dordiincii evredeki
larvalarma 24 saat siireyle Alsystin’ in 16 ve 79 ng/L dozlarin1 larvalarin besinlerine
kanigtirarak uyguladiklarinda o6liimlerin ilag uygulamasini takiben degisik gelisim
asamalarinda gergeklestigini gormisler, artan doza bagli olarak erginlerin ortaya
cikmasinda azalmalar oldugunu, bunun yaninda morfolojik anormallikler olustugunu
tespit etmislerdir. Alsystin’in ii¢lincii ve dordiincii larval evre siirecininde 6nemli
oranda larval periyodun uzamasima sebep oldugunu tespit etmislerdir. Hem pupal
kiitikiila hemde dordiincii evre larval integiimenti kontrol grubuyla karsilastirilarak

yapilan histolojik calismada ortaya ¢ikan sonucun ise, AlSystin’in hem larval deri
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degisimini geciktirmekte, hem de kiitikiila kalinliginda 6nemli 6l¢iide azaltmaya sebep
oldugunu bulmuslardir.

Vacante ve Gilioli (2003), Triflumuron ve Methiocarb, Chlorpyrifos- Methyl’in
Frankliniella occidentalis’in larvalar1 {izerine etkisini arastirmislardir. Methiocarb,
Chlorpyrifos- Methyl’in tiim etkileri Triflumuron ile kiyaslanarak degerlendirilmis ve
deneysel testlerle analiz edilmistir. Gozlemleri sonucunda Triflumuron’un Methiocarb,
Chlorpyrifos- Methyl gore daha az zarar etkisi gosterdigi, ancak iyi bir temporal ve
larvisidal etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Tong ve Hui (2004), Musca domestica larvalarmi, Triflumuron’un farkli
dozlartyla muamele edilmis besinlerle besledikten sonra, son evre larvalarinin
kiitikiilalarindaki kitin sentezinin %22.6- 46.3 oraninda engellendigini gostermislerdir.

Batra ve ark. (2005), A. aegypti ve A. stephensi larvalarini kullanarak yaptiklari
deneylerde Triflumuron’un 6nemli bir larvisit 6zellikte bilesik olarak kullanilabilecegini
gostermislerdir.

Nauen ve Smagghe (2006), altinct evre Spodoptera frugiperda larvalarini,
Triflumuron ve Etoxazole ile muamele edilmis olan lahana yapraklariyla beslemisler, ti¢
giin sonunda Etoxazole ile muamele edilen yapraklarla beslenen larvalarla, ilag
verilmemis larvalar arasinda kitin sentezi agisindan fark gérememislerdir. Bu durumu
Etoxazole’nin kitin sentezinin engellenmesi {lizerine potansiyelinin olmadigi seklinde
ifade etmigslerdir. Triflumuron uygulanan yapraklarla beslenen larvalarin ise kitin
sentezinin engellendigini tespit etmislerdir.

Sterk ve Smagghe (2006), farkli IGR’lerin (Buprofezin, Cyromazine,
Diflubenzuron, Triflumuron, Flufenoxuron, Lufenuron, Novaluron ve Teflubenzuron)
Bombus terrestris’in larvalar1 iizerine etkilerini goézlemek igin uygulamislardir.
Denemelerde ii¢ farkli metot kullanilmig olup bu metotlar deri temasi, oral yolla ve
seker/ su - via polen (canli polen) yoluyla denemislerdir.. Doz/ yanit iligkisine baglh
olarak LCsy degeri tespit edilmistir. Genel olarak hicbir bilesik akut toksik etki
gostermemistir. Ancak tremede, Ozellikle seker/ su polen ile oral yolla yapilan
uygulamalarda 6nemli bir miktarda azalma olmustur. Deneylerden elde edilen sonug,
CSTP’lerin acik bir sekilde larvanin biliylimesi {izerine etkili oldugudur. Flucycloxuron
seker/ su igirme ve temas yoluyla etkili olurken; Triflumuron, Novaluron, Cyromazine,
Lufenuron ve Buprofezin’in ise canli polenle beraber uygulamalarinda etkili oldugu

tespit edilmistir. Larval 6liimler anormal kiitikiila olugmas1 sonucu veya mekaniksel bir
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zayiflik sonucu meydana gelmistir. Cogu durumda ise CSI’ler larvanin bagirsaklarinda
bulunan kiitikiilanin farkl: yerlerinde kopmalara neden olmustur.

Vazirianzadeh ve ark. (2007), Cyromazine ve Triflumuron’un sivrisinek
larvalarina karsi olan etkilerini arastirmislar, her iki IGR nin oral olarak uygulandiginda
sivrisinek populasyonunda azalmalara sebep oldugunu gozlemislerdir. Bu iki
insektisitin LCso ve LCgo degerleri tespit edilip karsilastirildiginda Cyromazine’nin
Triflumuron’dan daha etkili ve ¢ok daha zehirli oldugunu tespit etmislerdir.

Karimzadeh ve ark. (2007), bes farkli kitin sentez inhibitorii L. decemlineata
(Say.) (Coleoptera, Crysomelidae)’nin ikinci evre larvalart iizerine uygulamislar;
denemelerinde Diflubenzuron, Cyromazine, Lufenuron, Hexaflumuron ve Triflumuron
iceren patates yapraklarini larvalara vererek bu ilaglari almalar1 saglanmistir. 72 saat
sonra larvalarda ya Olim ya da anormallikler kaydedilmistir. LCso degerlerini ise
sirasiyla Diflubenzuron ig¢in 58.6, Cyromazine i¢in 69.6, Lufenuron igin 27.3,
Hexaflumuron igin 0.79 ve Triflumuron i¢in 81.4 mg/ L olarak tespit etmislerdir.

Mello ve ark. (2008), Rhodnius prolixus nimfleri iizerine biiyiime ve gelisme
diizenleyici olan Triflumuron’un etkilerini aragtirmiglar, bu amag¢ igin Rhodnius.
prolixus besinci evre nimflerini kullanmiglardir. Nimflere insektisitler oral, topikal
yollarla diisiik dozlarda vermislerdir. Tiim uygulamalarda deri degistirmenin ve
gelismenin geciktigini, hizli bir sekilde oOliimiin gergeklestigini tespit etmislerdir.
Besiyerine 0.25, 0.5 ve 5 mg/ml agiz yoluyla yapilan uygulamalarda boceklerde deri
degistirme siklusu gecikmeye baslamigtir. Yiiksek seviyelerde 24 saat topikal
uygulamalarda hem 6liim, hem de deri degistirmesinde engellenme gozlenmistir. Diistik
dozlarla yapilan uygulamada ise 30 giin siireyle siirekli uygulama yapilmis ve 6liim en
alt diizeyde goriilmiis, deri degistirme siiresi ise uzamustir. Triflumuron’un etkisinin

doz/ cevap seklinde oldugunu ifade etmislerdir.

2.3. Galleria mellonella L. Larvalari iizerine Yapilan Calismalar

Hegazy ve ark. (1980), G. mellonella larvalarinin altinci ve yedinci evre kiitikiila
ve epidermis hiicreleri iizerine Diflubenzuron’nun etkilerini elektron mikroskobu
diizeyinde incelemisler, yedinci evre larvalarma Diflubenzuron injeksiyonu sonucunda
anormal pupa olusumuna sebep oldugunu gérmiislerdir. Larvalara injeksiyon yoluyla
verilen Diflubenzuron’nun yeni olusan kiitikiilanin dopalanmasinda etkili olmayip,

prokiitikiiladaki homojen madde birikimi ve kiirecikler olugsmasina sebep oldugunu,
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ayrica prokiitikiilayr amorflastirip, kitin lamellerinin olusumunun engelledigini tespit
etmislerdir. Aragtirmada oral yolla uygulanan Diflubenzuron’un geng larvalarda, yash
olan larvalara gore daha fazla etki gosterdigini tespit etmislerdir. LCgs degerinin G.
mellonella larvalarinin birinci, ikinci ve t¢lincii evreleri igin 50 ppm iken; dordiincii
evre larvalarda 100 ppm, besinci ve altinci evre larvalar igin 1000 ppm, son evre
larvalari i¢inse 10.000 ppm ve tizeri oldugunu bildirmislerdir.

Van De Veire ve ark. (1982), G. mellonella, Pieris brassicae, S. littoralis
larvalarma Diflubenzuron vermisler; G. mellonella’nin Diflubenzuron’u viicuttan
uzaklagtirmasinin diger iki tiire gére daha hizli oldugunu tespit etmisler ayrica bu {i¢
larvanin Diflubenzuron’a olan duyarliliklarimin farkli oldugunu ve ilagtan en ¢ok
etkilenen larvalarin P. brassicae larvalar1 oldugunu ifade etmislerdir.

Sato ve Fukami (1985), S. litura larvalar1 ile G. mellonella larvalarina karsi
carbary, fenitrotion ve diazon’un topikal uygulamalarindaki toksik etkilerini
karsilagtirmiglar, bu ilaglarin S. litura larvalarina karsi toksik oldugunu ancak G.
mellonella  larvalarina karsi hemen hemen etkisiz oldugunu tespit etmislerdir.
Caligmalarinda uyguladiklar1 yiiksek dozlarin, larvalarin viicutlarina penetrasyonda
kiiglik bir etkiye sahip oldugunu, bu nedenle boceklerle yapilan kimyasal miicadelede
yiiksek doz uygulamalarinin gereksiz oldugunu, 6nemli olanin bdcegin viicuduna
penetre olacak ve hedef organa ulasacak dozun tespit edilmesi oldugunu
vurgulamiglardir.

Ozparlak ve ark. (2003a), bir kitin sentez inhibitdrii olan Teflubenzuron’un
besinci evre G. mellonella larvalari tizerindeki etkisini aragtirmiglar, bunun igin larvalari
250, 500 ve 1000 ppm Teflubenzuron iceren yari sentetik besinle beslemislerdir.
Teflubenzuron’la beslenen larvalarin kiitikiila birikiminin bozuldugunu ve larvalarin
kiitikiila kalinliginin kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide azaldigini tespit etmislerdir.

Ozparlak ve ark. (2003b), yine bir baska calismalarinda bir kitin sentez
inhibitori olan Flufenoxuron’un altinci evre G. mellonella larvalar {izerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Larvalar 250, 500 ve 1000 ppm Flufenoxuron iceren yari sentetik
besinle beslendiginde Flufenoxuron’un kiitikiila birikimini bozdugunu, Flufenoxuron ile
muamele edilen larvalarda kiitikiila kalinliginin kontrol grubuna kiyasla énemli 6lgiide
azaldigini ifade etmislerdir.

Unsal ve ark. (2004), Diflubenzuron’un ii¢ farkli dozunun besinci evre G.
melonella larvalarina etkilerini aragtirmiglardir. Bunun i¢in larvalara Diflubenzuron’un

250, 500 ve 1000 ppm’lik dozlarini larvalarin yar1 sentetik besiyerine karistirarak
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vermiglerdir. Diflubenzuron’nun integiimentte kiitikiilar birikimi bozdugunu ve kontrol
grubuyla kiyaslamalarda ilag verilen larvalarin kiitikiilar kalinliklarinin azaldigini tespit
etmislerdir. 500 ve 1000 ppm’lik dozlarda Diflubenzuron ile beslenen larvalarin ise
epidermal hiicrelerinde vakuol olusumunun dikkat ¢ektigini ifade etmislerdir.

Sak ve Ugkan (2009), agirliklarina gore iki gruba ayirdiklar1 G. mellonella son
evre larvalarina farkli  dozlardaki Cypermethrin’i  besiyerine  karistirarak,
Cypermethrinin  G. mellonella’daki pupalasma ve Oliim oranlar1 iizerine etkisini
incelemislerdir. Bunun i¢in Cypermethrin’in birinci grup larvalara (0.12+ 0.02 gram)
icin 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000, 3000 ve 4000 ppm ve
ikinci grup larvalara (0.17+ 0.02 gram) igin 5, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500 ve 1000
ppm’lik degerlerini uygulamiglardir. Birinci ve ikinci grup G. mellonella larvalarina
insektisit uygulanmast sonucu iki grup arasinda pupalasma ve Oliim yiizdelerinde
giinlere gore biiylik oranda benzerlik oldugunu tespit etmislerdir. Cypermethrin’in dozu
arttikca larval gelisim ve pupalagsma siiresinin geciktigini, pupalagma yiizdesinin
azaldigini ve 6liim oraninin arttigini ifade etmislerdir.

Unsal ve Giiner (2010), Azadirachtin’in besinci evre G. mellonella larvalarmin
integlimenti iizerine kitin sentez inhibitorii (CSI) roliinlin etkisini arastirmislardir.
Azadirachtin’in G. melonella  larvalar1 igin LCgs degerini 3991 ppm olarak
bulmuslardir. Calismalarinda 3991 ppm ve bunun azalan miktarlar1 olan 1995, 997 ve
498 ppm’lik dozlarmi kullanmislardir. Larvalar 498, 997, 1995 ve 3991 ppm
Azadirachtin iceren yar1 sentetik besinle beslendigi zaman, Azadirachtin uygulanan
larvalarda basarisiz deri degistirmeler, kiitikiila yapisinin bozulmasi, hemolenf kayb1 ve
kararmalar1 tespit etmiglerdir. Deneme grubunda doz/ zaman iligkisine bagli olarak
yiiksek dozlarda epidermal hiicrelerin kiitikiila sekresyonunun daha yiiksek oranlarda
bloke edildigini, Azadirachtin’li diyetle beslenen larvalarda ise kontrol grubuna gore

kiitikiila sekresyonun %21- 24 oraninda azaldigini ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Alsystin (Triflumuron)

Triflumuron genel kimyasal adiyla 1-(2-chlorobenzoyl)- 3-(4
trifluoromethoxyphenyl) urea (IUPAC) veya 2— chloro— N - [ [ [4- (trifluoromethoxy)
phenyl] amino] carbonyl] benzamide (C. A.) olarak da bilinir. ilk olarak 1979 yilinda
Bayer AG firmasi tarafindan {retilmistir (Senior, 1998). Giinlimiizde ise ticari adi
“Alsystin” veya “Starycide” olarak bilinmektedir. Beyaz- bej renkte olup; kristal yapida
ve kat1 formdadir. Kendine has karakteristik bir kokusu vardir. Is1 toleransi -10/ +40 C*
dir. Parlama derecesi > 100 'C, tutusma sicakligi 485 'C’dir. Patlayici degildir.
Yogunlugu 20 C igin 1.22g/ cm® diir.

Bir Kkitin sentezi inhibitérii (CSI) olan Alsystin Lepidoptera, Diptera,
Orthoptera, Siphonaptera, Coleoptera takimlar1 iizerine (Vezirianzadeh, 2007) hem
ovisidal (Broadbent ve Pree 1984; Smith ve Grigarik, 1989) hem de larvisidal (Asher ve
Nemny, 1984; Hejazi ve Granett, 1986; Smith ve Grigarik, 1989) olarak etkilidir. Etki
yolu oral ve temas yolu ile olmaktadir.

Bu ¢alismada kullanilan Alsystin, Sigma- Aldrich (Almanya) firmasindan temin
edildi. Denemelerde Triflumuron Pestanal (%99.9) kullanildi. Uygulama igin Alsystin
asetonda ¢oziildii ve yaklasik birkag dakika siddetli bir sekilde galkalandi.

3.1.2. Galleria mellonella L. kiiltiirii

Denemelerde kullanilan G. mellonella larvalar1 Selguk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii arastirma laboratuvarinda bulunan stok kiiltiirden
cogaltilarak elde edildi. Larvalar %78 bagil nem ve tamamen karanlik ortamda 28 + 2
‘C’deki bir inkiibator igerisinde cam kavanozlarda (150x250mm) yetistirilip yari
sentetik besinlerle (600 g bal + 492 g gliserol + 20 g bal petegi +1200 g kepek )
beslendi (Bronskill, (1961).
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3.2. Yontem

3.2.1. Galleria mellonella L. larvalarina Alsystin’ in uygulanmasi

Probit analizi (Finney, 1971) yontemi ile altinci evre G. mellonella larvalari igin
LCso degeri hesaplandi. Bu degerin belirlenebilmesi igin Alsystin saf asetonda
¢ozdiiriilerek 1000 ppm’lik stok soliisyonu hazirlandi. Bu solusyondan seyreltirilerek
hazirlanan 25, 50, 100, 300, 600 ve 800 ppm Alsystin larvalarin yar1 sentetik besinlerine
karigtirilarak verildi ve 96 saatin sonunda canli kalan ve 6len larvalarin sayilari tesbit
edildi. Bu deney dort tekerriirlii olarak tekrar edilip, canli kalan ve len larvalarin sayisi
polo plus programina (LeOra software company polo plus 2.00) uygulanarak LCsg
degeri hesaplandi.

Denemelerde heniiz yeni deri degistirmis altinct evre G. mellonella larvalar
kullanildi. Alsystin uygulanmasindan 6nce, larvalarin besini ayni derecede yemelerinin
saglanmasi icin larvalar dort saat boyunca ag birakildi (Clarke ve ark., 1990).

Saf Alsystin saf asetonda ¢ozdiiriildii. Asetonda ¢ézdiiriilen Alsystin’nin 400,
200, 100, 50, 25 ve 12.5 ppm’lik konsantrasyonlar1 yari sentetik besine karistirildi.
Kontrol grubunun besinine ise sadece aseton karigtirildi. Besinlerdeki aseton
uzaklastirildiktan sonra, besiyerleri 50°ser g olarak cam kavanozlara yerlestirildi
(Vezirianzedeh, 2007). Kontrol grubu ve deneme grubuna ait larvalardan her bir
kavanoza 50°ser adet larva yerlestirildi.

Bu kavanozlar %78 bagil nem ve tamamen karanlik ortamda 28 + 2 'C’ de
inkiibe edildi. Besiyerleri larvalara verilmeden 6nce aseton’un ortamdan uzaklagmasi,
Alsystin’ in uzaklastirici etkisinin ortadan kalkmasi igin besinler larvalara bir saat sonra
verildi (Ering ve Ayvali, 1989).

Uygulamadan sonra 12, 24, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 120,132, 144, 156, 168 ve
180. saatlerde ozellikle Alsystin’den etkilenmis (renk koyulagmasi meydana gelen)
larvalardan ve kontrol grubundan ikiser adet larva numune olarak alindi. Oliimden
dolay1 meydana gelebilecek histopatolojik degisikliklerden dolay1 6len larvalar dikkate
alinmadi.

Uygulamalardan sonra canli kalan larvalarin gelisimlerinin izlenmesine devam

edildi.
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3.2.2. Larvalardan histolojik preparat hazirlanmasi

Deneme ve kontrol grubuna ait larvalardan alinan 6rnekler eterle bayiltildiktan
sonra bas ve abdomen kismindan kesilerek %10’luk nétral formaldehit soliisyonunda 48
saat tespit edildi. Ornekler sirasiyla yikama, dehidrasyon, seffaflandirma, yumusak
parafin ve sert parafine gecirilerek bloklar1 hazirlandi. Hazirlanan bloklardan 6 pm
kalinliginda kesitler alindi. Kesitler Azokarmin G ve Anilin mavisi, Azan boya
modifikasyonu, Azokarmin G ve Solvent blue kombinasyonu, Weigert’in Hematoksilen
Eozini, Crossman’in {iglii modifikasyonu ile boyandi. Preparatlar Olympus (BX51/
BX2- FBL3- 000) 1s1k mikroskobu ile goriintiilenip, 6lgtimleri yapildi. Leica (DM 1000)
151k mikroskop ile x 400, x 1000 biiyiitmede ise fotograf ¢cekimleri yapildu.

3.2.3. Kiitikiila kalinhk 6l¢iimleri

Belirlenen saatlere ait orneklerden hazirlanan bloklardan mikrotom vasitasiyla
histolojik kesitler alinip preparatlar hazirlandi. Hazirlanan her preparattan kiitikiilanin
abdomen bdlgesinin dorsal kisimlarindan 10’ar adet kiitikiila kalinlik 6l¢timleri alindi
ve bu islem dort tekerriirlii olarak yapildi. Elde edilen degerlerin aritmetik ortalamalari
ve standart hatalari tespit edildi. Kontrol grubuyla Alsystin uygulanmis olan boceklerin
altinc1 ve yedinci larval kiitikiila kalinliklarinin karsilastirilmasi i¢in varyans analizi
(SPSS Inc., 233 South Wacker Drive, Chicago, IL 60606- 6412. version 17.0)

uygulandi, farkli olan gruplarin belirlenebilmesi i¢in ise Duncan testi testi yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclari

4.1.1. Kontrol grubu altinci evre Galleria mellonella L. larvalarina ait gozlemler

4.1.1.1. Larval integiiment’e ait makroskobik ve histolojik gozlemler

Besinci evre derisini yeni degistirmis altinci evre baslangicindaki larvalara
ciplak gozle bakildig1 zaman kiitikiila beyazimsi acik sar1 renkte, olduk¢a ince yumrulu,
parlak ve seffaf bir zar olarak goriildii (Sekil 4.1 ve 4.2).

Integiimentin enine kesitleri incelendiginde dorsalde ince, ventralde kalm,
segmentler arasinda ise kivrimlar yaptig1 goriildii. G. mellonella’da integlimentin, tek
siralt hiicrelerden olusan epidermis ile bu hiicrelerin salgisindan meydana gelen
kiitikiiladan olustugu goriildii. Histolojik kesitlerde 6zellikle yeni olusmus kiitikiilada
bir dereceye kadar sivri, genelde kubbe seklinde tiiberkiillere rastland1 (Sekil 4.3). Bu
tiiberkiillerin larvalarin biiyiimesine paralel olarak yayildigi dikkati ¢ekti. Yeni olusan
kiitikiila, epikiitikiila ve prokiitikiiladan meydana gelirken; larval gelisim baglangicinda
integlimente ait prokiitikiilada, ekzo ve endokiitikiila tabakalar1 ayirt edilemedi (Sekil
4.4). Bu farklilik larval evrenin 60. saatinde ortaya ¢ikt1 (Sekil 4.5 ve 4.6). Kiitikiiladaki
epikiitikiila tabakas1 151k mikroskobunda ince tabaka seklinde goriildii, diger zamanlarda
sinirlarint  ayirt etmek miimkiin olmadi. Enine kesitlerde epidermis hiicrelerinin
yiizeylerinden baslayarak, prokiitikiilayr boydan katedip her bir epikiitikiilalar
tiiberkiilin altinda dallanmalar yapan por kanallar1 goriildii (bkz. Sekil 4.3 ve 4.7).
Kiitikiilanin epidermisten ayrilmasindan hemen oOnce, eski kiitikiila ve epidermis
hiicreleri arasinda interzon kiitikiila denilen bir tabaka gozlendi (Sekil 4.8). Epidermis
tabakasi larvalarin gelisim durumuna gore genis ve yassi sekilden, kiibik ve prizmatik

sekile degisebilen hiicrelerden olustugu gozlendi.



Sekil 4.1. Besinci evre derisini yeni degistirmis altinct evrenin ilk saatleri
igerisindeki saglikli G. mellonella larvasinin dorsalden gériniimii.

Sekil 4.2. Besinci evre derisini yeni degistirmis altinci evrenin ilk saatleri
icerisindeki saglikli G. mellonella larvasinin ventralden
gorliinimii.
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50.0 ym

Sekil 4.3. Kontrol grubu larvalarinda epikiitikiiler tiiberkiillerin olusumu ve
sitoplazmik uzantilar (Azan boya, 50 pm).

Sekil 4.4. Kontrol grubu larvalarinda yeni sentezlenmis kiitikiila, epikiitikiilar
tiberkiiller ve prokiitikiila (ekzo- endokiitikiila farklilagmasi
belirgin degil) (Azokarmin G- Anilin mavisi, 50 um).



Sekil 4.5. Kontrol grubu larvalarinda olgun kiitikiila ve ekzo- endokiitikiila
farklilasmas1 (Azokarmin G- Solvent Blue kombinasyonu, 50

um).

Sekil 4.6. Kontrol grubu larvalarinda ekzo- endokiitikiila farklilagsmasi,
endokiitikiilar ~ lameller ~ (Azokarmin G- Solvent Blue
kombinasyonu, 50 um).
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20.0 ym

Sekil 4.7. Kontrol grubu larvalarinin kiitikiilalarinda epidermal hiicre- por
kanallart  iligkisi, epidermal hiicrelerin  yeni  kiitikiilay1
kalinlagtirmak igin salgilarin1 disariya vermeleri (Azokarmin G-

Anilin mavisi, 20 pm).

Sekil 4.8. Kontrol grubu larvalarinda altinci evre derisini degistirmeye
hazirlanan larvada eski- yeni kiitikiila, interzon kiitikiila
(Azokarmin G- Anilin mavisi, 50 pum).
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4.1.1.2. Larval integiiment’e ait siklus

Kontrol grubunda besinci evreye ait deriyi heniiz atmis, altinct evredeki
kiitikiilas1 yeni olugsmus larvalarin kiitikiilalarinda bariz olarak, bir dereceye kadar sivri,
yeni olusmus epikiitikiilaya ait kubbe seklindeki epikiitikiilar tiiberkiiller ve bunun
altinda epidermal hiicreler tarafindan sentezlenen prokiitikiila mevcuttur. Bu asamada
epidermal hiicreleri yasst olup, epidermal hiicre por kanallarinin baglantisi oldukca
belirgindi (bkz. Sekil 4.3). Epidermal hiicrelerin yapmis oldugu kiitikiilar salginin,
hiicrelerin apikal yiizeyinden disar1 verdigi dikkati ¢ekti (bkz. Sekil 4.7 ve 4.9). Hiicre
yiizeyine verilen bu salg1 polimerize olarak kiitikiilar lamellere doniistiigli ve kiitikiilaya
yeni lamel ilavesiyle prokiitikiiladaki kalinliginin artmaya basladigi goriildi (Sekil
4.10). Siklusun devaminda epidermal hiicreler tarafindan sentezlenen lamellerin siirekli
olarak prokiitikiilaya ilave edildigi tespit edildi (Sekil 4.11). Bu asamadan sonra
epidermal  hiicrelerin  kiibiklestigi ve  prokiitikiiladaki  ekzo-  endokiitikiila
farklilasmasinin belirmeye basladigi dikkati ¢ekti (Sekil 4.12 ve 4.13). Bir sonraki
asamada endokditikiilar lamellerin ilavesiyle kiitikiiladaki kalinlik artisinin en iist diizeye
ulastig1 ve endokiitikiilar lamellerin de belirgin hale geldigi gortldi (bkz. Sekil 4.5,
4.6).

Larva bu donemde kiitikiilar kalinlik olarak erisebilecegi maksimum biiyiikliige
eristigi goriildii. Hacim olarak larvanin biiyiimesine paralel olarak eski derinin atilip,
yeni kiitikiilanin olusturulmaya baslanmasi i¢in eski derinin atilmasi1 gerekmektedir. Bu
uyartyla beraber; epidermal hiicrelerle, prokiitikiila arasinda once interzon kiitikiilanin
belirmeye baslamasi (Sekil 4.14) ve belirgin bir sekilde interzon kiitikiilanin;
prokiitikiilayla epidermal hiicreler arasinda bir hat olusturdugu gozlendi. Bu evrede
epidermal hiicrelerin tekrar yassilastigt ve yedinci evrenin yeni kiitikiilasin
sentezlemeye basladig1 goriildii (bkz. Sekil 4.8). Apoliz’in olusmasiyla eski ve yeni
kiitikiila birbirinden ayrilmaya baslardigi ve bu evrede eski ve yeni kiitikiila i¢ ige
oldugu goriildii. (Kontrol grubunda apoliz’in gbzlenmesi 84. saatte meydana geldigi
gozlendi). Olusan bosluga ekuviyal sivisi dolmaya basladigi gozlendi (Sekil 4.15).
Ekuviyal bosluktaki bu sivi endokiitikiilar lamelleri, sonra ekzokiitikiiladaki kitin
unsurlar1 hidroliz ettigi tespit edildi (Sekil 4.16). Hidroliz edilen kitin unsurlar
epidermal hiicreler tarafindan absorbe edilerek yeni kiitikiila yapiminda kullanildigi ve
eski integlimente ait kitin icermeyen yapi iyice incelip kabuk seklini aldigi ve atilmaya
hazir hale geldigi goriildii (Sekil 4.17). Bu evrede bocek yuttugu hava ve kaslarinin

yardimi ile i¢ basincini artirarak lateral kenarlardan eski kiitikiilasini yirtarak soyulmaya



20.0 pm

Sekil 4.9. Kontrol grubu larvalarinda epidermal hiicrelerin kiitikiilar salgiy1
disar1 vermeleri (Azokarmin G- Anilin mavisi, 20 pm).

Sekil 4.10. Kontrol grubu larvalarinin yeni kiitikiilasindaki prokiitikiilar
kalinligin lamel ilavesiyle artmaya baslamasi (Azan boya, 20

pm).
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Sekil 4.11. Kontrol grubu larvalarinda kiitikiilar kalinligin artmaya devam
etmesi (Azan boya, 50 um).

Sekil 4.12. Kontrol grubu larvalarinda ekzo- endokiitikiilanin belirginlesmeye
baglamasi (Azan boya, 50 pm).
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Sekil 4.13. Kontrol grubu larvalarinda ekzo- endokiitikiila belirginliginin
artmaya devam etmesi (Azan boya, 50 um).

Sekil 4.14. Kontrol grubu larvalarinda interzon kiitikiilanin belirginlesmeye
baslamasi (Azan boya, 50 um).
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Sekil 4.15. Kontrol grubu larvalarinda apoliz’in olugmasiyla eski kiitikiilanin
ayrilmasi ve yedinci evreye ait Kkiitikiilanin sentezlenmeye
baglanmasi (Azokarmin G- Anilin, 50 um).

Sekil 4.16. Kontrol grubu larvalarinda prokiitikiiladaki kitin unsurlarinin
kitinaz enzimi tarafindan hidroliz edilmesi (Azokarmin G-
Anilin, 20 pm).

50.0 um
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basladigi, devaminda ise bas kapsiilii ile eski kiitikiiladan tamamen kurtuldugu goriildii.
108. saat sonunda G. mellonella larvalarinin tamamiyle eski kiitikiiladan kurtuldugu
(108. saat) ve yedinci evreye ait yeni kiitikiila ile sarilmis olduklar1 gdzlendi (Sekil
4.18).

Sekil 4.17. Kontrol grubu larvalarinda yeni sentezlenen kiitikiilanin
belirginlesmesi ve atilmaya hazirlanan eski kiitikiila
(Weigert’in Hematoksilen- Eozini, 50 um).

Sekil 4.18. Kontrol grubu larvalarinda G. mellonella larvasinin altinci evreye ait
kiitikiilasi atilmis, yedinci evre kiitikiilasina sahip yeni hali, (Azan boya, 50 pm).
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4.1.1.3. Larval kiitikiila kalinhk 6l¢iimleri

Altinci evre kontrol grubu larvalariin dort tekerriirlii denemelerine ait histolojik
kesitlerinden alinan kalinlik 6l¢timleri Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4°de; bu degerlere ait
ortalama kiitikiila kalinlik oOlgiimleri Cizelge 4.5 ve 4.6’da ve Sekil 4.19’da
goriilmektedir. Buna gore kontrol grubunda ortalama kiitikiila kalinliginin, zamana bagl
olarak 12. saatte 7.05 um’den, 84. saatte 17.05 um’ye ulastigi goriildii. 96. saatte eski
kiitikiila sindirilmeye basladigi, 108. saatte ise larvalarin deri degistirerek bir iist evreye
gectigi gozlendi.. Ust evreye gecen kontrol grubu larvalarma ait yedinci evre
kiitikiilasindaki kalinlik artis1 Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’de gorildiigii gibi devam
ettigi tespit edildi.

4.1.2. Alsystin uygulanan altinci evre Galleria mellonella larvalarina ait géozlemler

4.1.2.1. Alsystin’in integiiment iizerindeki makroskobik ve histolojik etkileri

Deneme grubunda; 50, 100, 200 ve 400 ppm dozlarda Alsystin uygulanan
gruplara ait larvalarin 12. saatten sonra etkilendigi ve koyulagsmaya basladig1 (Sekil, 20
ve 21), 12.5 ve 25 ppm’lik dozlarda ise etkilenme oldugu ancak koyulagmanin olmadigi
gozlendi. 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda ilerleyen saatlerde viicut sivist kayb,
integlimentte kanamalar g6zlenip; 200 ve 400 ppm’lik dozlardaki larvalarda bunlara
ilaveten abdomen kisimlarinda siskinlikler tespit edildi.. Larvalarin gelisim siirecinde
100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarla beslenen larvalarin pupa evresine ulasamadigi; 12.5
ve 25 ppm’lik dozlarla beslenen larvalarin pupa olusturmalarina ragmen, olusan
erginlerin kanatlarinda anomaliler olustugu goriildii. 50 ppm’lik dozdaki larvalar ise
deri degistirip bir iist evreye geg¢melerine ragmen bu evrede gelisimlerine devam
edemiyerek oldiikleri tespit edildi.

Uygulanan alt1 dozda, tiim larvalarda ayni oranda olmamakla beraber; gelisim
inhibisyonu ve hareketlerde yavaslama oldugu gozlendi. Histolojik kesitler i¢in alinan
numuneler segilirken hareketleri yavaslamis ve integiimentlerinde kararma olan larvalar

tercih edildi.



Cizelge 4.1. Kontrol grubu ve farkli Alsystin dozlar1 uygulanan altinct evre G. mellonella larvalarinin kiitikiila kalinliklarina ait birinci

tekerriir degerleri

125 25 50 100 200 400
Kontrol
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila
kalinhgi(pm) kalinhigi(um) kalinhigi(um) kalinhgi(um) kalinhgi(um) kalinhgi(um) kalinlhigi(um)
A.O.+£S.H. A.O£S.H. A.O£S.H. A.O+£S.H. A.O4£S.H. A.O4£S.H. A.O+£S.H.
8.17+0.12* 7.88+0.15%* 7.86+0.22%* 7.04£0.21%* 6.60+£0.21%* 6.35+0.32* 6.56+0.34*
9.07+£0.14* 8.88+0.19* 8.84+0.19* 7.38+0.18* 8.10+£0.29* 7.29+0.23* 7.33+£0.41*
11.20+0.41* 10.90+£0.38* 8.90+0.17* 8.17+0.23* 8.63+0.11* 7.67£0.35* 7.94+0.40*
48 12.40+0.38%* 12.20+£0.38* 11.20+£0.14* 10.40+£0.48* 10.00+£0.21* 8.10+£0.15* 7.95+0.16*
60 14.60+0.39* 13.60+0.40* 13.00+0.43* 11.80+0.84* 10.70+0.44* 9.15+0.19* 8.70+0.14*
72 14.60+0.49* 14.00+£0.22* 13.10+£0.48* 12.00+£0.16* 10,80+0.19* 9.60+0.14* 9.1440.23*
84 17.90+0.31* 17.30+0.23* 16.20+£0.32* 13.40+£1.06* 13.70+0.33* 11.00+0.21* 10.40+0.25%*
96 8.44+0.11*# 7.32+0.24*# 7.20+£0.37*# 6.5040.37*# 5.75+0.11*# 4.26£0.19%# 4.70+£0.20%#
108 10.40+0.26** 7.45+£0.11*# 7.01£0.18*# 6.68+0.40*# 6.19+0.17*# 5.23+0.09*# 5.21+0.18*#
120 12.20+£0.35%* 8.87+0.32*# 8.42+0.47*# 6.49+0.17*# 6.37+£0.15*# 5.37+0.17*# 5.41+0.23*#
132 14.70+0.28%* 11.00+0.25%* 10.30+0.27%* 6.82+0.23*# 6.75+£0.17*# 5.90+0.25*# -
144 17.00+0.27%* 14.80+0.22%* 14.00+0.37** 8.91+0.28%** 7.08+0.17*# - -
156 18.50+£0.48** 17.10+£0.10%* 15.90+0.61** 12.1+0.38** - - -
168 18.80+0.53** 17.90+0.22%* 19.10+0.20** 12.1£0.32%* - - -
180 24.60+0.53** 22.40+0.95** 20.20+0.43** 14.1+0.48** - - -

(*) Altinci evre kiitikiila kalinligt
(*#) Altinc1 evre Ve yedinci evre kiitikiilasi bir arada (eski kiitikiila sindirilmeye calisiimakta)
(**) Yedinci evre kiitikiila kalinlig1

(-) Larval 6lim (% 100 6lim goriildii)
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Cizelge 4.2. Kontrol gurubu ve farkli alsystin dozlar1 uygulanan altinc1 evre G.mellonella larvalarinin kiitikiila kalinliklarina
ait ikinci tekerriir degerleri

Kontrol 12.5 25 50 100 200 400
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila
kalinhgi(pm) kalinhigi(um) kalinhgi(nm) kalinhgi(um) kalinhgi(um) kalinhgi(um) kalinhgi(pm)
A.O.£S.H. A.O.£S.H. A.O£S.H. A.O.£S.H. A.O.£S.H. A.O£S.H. A.O.£S.H.
8.21+0.15%* 7.934+0.17* 7.77£0.18* 7.2440.15* 6.54+0.16* 6.31+0.33* 6.38+0.48*
8.83+0.14* 9.1240.14* 8.44+0.29* 7.31£0.16* 8.09+0.29* 7.23+0.24* 6.96+0.40*
11.1+£0.34* 10.5+£0.37* 9.20+£0.28* 8.35+0.19* 8.62+0.09* 7.57+0.34* 7.74+£0.42*
12.0+£0.37* 12.4+0.36* 11.2+0.15* 10.2+0.44* 10.1+£0.25* 8.15+0.13* 7.94+0.28*
14.3+0.41* 13.7£0.36* 12.8+0.41* 11.1£0.50* 10.5+0.45* 9.36+0.17* 8.70+£0.17*
14.4+0.35* 14.0+£0.27* 13.4+0.34* 12.1£0.12%* 11.0+£0.25* 9.59+0.14* 8.92+0.30*
17.9+0.32* 17.2+0.18%* 16.6£0.41* 12.6+0.80* 13.6+0.30* 11.1£0.18* 10.4+£0.26*
8.27+0.12*#  7.22+0.16*# 7.40+0.29*# 6.54+0.34*# 5.70£0.17*# 4.37+£0.14%# 4.44+0.32%#
108 10.4+0.29%* 7.40£0.13*# 7.19+£0.17*# 6.99+0.37*# 6.33+0.19*# 5.32+0.13*# 4.90+£0.22*#
120 12.0+£0.38** 8.65+0.28*# 8.83+0.41*# 6.96+0.24*# 6.57+£0.13*# 5.36x0.15*# 5.39+0.18*#
132 14.6+0.35** 11.1+0.25** 10.2+0.37** 6.52+0.16*# 6.63%0.18*# 5.80+0.17*# -
144 17.1+£0.29** 14.8+0.24** 13.54+0.34** 9.08+0.36** 6.72+0.20*# - -
156 18.4+0.41%* 17.1£0.27%* 15.84+0.60** 11.5+0.52%* - - -
168 19.0+0.32%** 17.8+0.28%* 19.2+£0.27** 11.7£0.23%* - - -
180 24.8+0.51%* 22.2+1.01%* 20.3+0.31%* 14.6+£0.49** - - -

(*) Altinct evre kiitikiila kalinlig:
(*#) Altinci evre, yedinci evre kiitikiilas1 bir arada (eski kiitikiila sindirilmeye ¢aligilmakta)
(**) Yedinci evre kiitikiila kalinlig

() Larval 6liim

1€



Cizelge 4.3. Kontrol grubu ve farkli Alsystin dozlar1 uygulanan altinci evre G. mellonella larvalarinin kiitikiila kalinliklarina

ait tigiincii tekerriir degerleri

Kontrol 12.5 25 50 100 200 400
ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila
kalinhgi(pm) kalinhgi(nm) kalinh@i(nm) kalinhgi(um) kalinhgi(um) kalinhigi(um) kalinhgi(um)
A.O.+£S.H. A.O.£S.H. A.O.£S.H. A.O.+£S.H. A.O.£S.H. A.O.£S.H. A.O+£S.H.

7.62+0.07* 7.90£0.11* 7.72+0.26* 7.06£0.10* 6.25+0.18* 6.20+0.23* 6.10£0.17*

9.61+0.09* 8.40+0.18* 8.46+0.17* 7.25+0.39* 8.10+£0.15* 7.02+0.18* 6.94+0.18*

12.1£0.16* 11.20+£0.57%* 9.56+0.22* 9.41+0.14* 9.574+0.26* 7.58+0.16* 7.78+0.14*

12.90+0.44* 12.00+0.47* 10.00+0.22* 10.3+0.31* 10.6 £0.21* 8.05+0.14* 7.97+£0.10*

13.50+0.46* 13.20+0.41* 14.30+0.27* 11.0+£0.44* 12.20+£0.25* 8.80+0.29* 9.20+0.24*

13.70+0.44* 13.50+0.23* 14.40+0.33* 10.8+0.27* 12.20£0.14* 8.84+0.22%* 9.05+0.22*

15.70+0.31* 16.40+0.33* 16.80+0.34* 13.8+0.44* 13.40+£0.21%* 10.50+0.26* 10.90£0.12*

6.81+£0.13*# 7.03+£0.20*# 7.12+£0.30*# 5.03+0.15*# 5.37+0.13*# 4.85+0.05*# 5.30+0.11*#

108 9.66+0.14** 8.20+0.27*# 6.73+0.16%# 6.21+0.14*# 6.27+£0.05*# 5.46+0.22%# 5.15+0.05*#
120 12.70£0.43**  8.30+£0.21*# 8.00£0.17*# 6.35+0.26*# 6.41+0.16%# 5.09+0.20*# -
132 14.40£0.53**  12.30+£0.13**  10.10+0.12**  6.90+0.13*# 6.73+0.25*# 5.95+0.10*# -
144 17.60£0.13**  13.70+£0.81**  13.30+0.80**  9.81+0.34** 7.17+0.17*# - -
156 20.30£0.34**  16.10+£0.32**  16.20+£0.31**  10.90+0.46**  6.93+0.18*# - -
168 21.30+£0.39**  18.90+0.88**  16.90+0.18**  12.00+0.34** - - -
180 25.40+0.82**  23.30+0.45**  21.50+0.83**  15.504+0.27** - - -

(*) Altinci evre kiitikiila kalinlig
(*#) Altinc1 evre, yedinci evre kiitikiilasi bir arada (eski kiitikiila sindirilmeye ¢aligilmakta)

(**) Yedinci evre kiitikiila kalinhig1

(-) Larval 6lim (% 100 6lim goriildii)
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Cizelge 4.4. Kontrol grubu ve alsystin uygulanan altinci evre G.mellonella larvalarinin kiitikiila kalinliklarina ait dordiincii tekerriir

degerleri
Kontrol 12,5 25 50 100 200 400
Zamant Doz ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila Kiitikiila
PPM  yalmhgi(um)  kalnbg(um)  kalmh@(um)  kalmhgi(um) — kalnhgi(um) — kalnhg(um) — kalinhgi(um)
A.O.4S.H. A.O4S.H. A.O.+S.H. A.O4S.H. A.O4S.H. A.O4S.H. A.O.£S.H.

12 7.60+0.09* 787£0.12%  7.73+0.19%  7.23+0.13%*  6.36£0.15%  6.33+0.23*  6.10+0.38*
24 9.65+0.09* 8.69+40.11%  834+0.13*  7.61£0.21*  7.96£0.17*  6.84+0.18%  7.01+0.09*
36 12.20£0.21*  11.6040.05%  9.46+0.16*  9.50£0.16*  9.31£0.22*  7.61+0.28%*  7.78+0.15*
48 13.0040.44%  12.20+1.06*  9.80+£0.18*  10.10£0.18*  10.00£0.27*  7.65+0.15*  8.14+0.11*
60 13.60£0.40%  13.0040.22*  14.30£0.22* 11.10£0.18*  12.3040.24*  8.85+0.34*  0.18+0.21*
72 13.7020.41%  12.90+0.58%  14.70£0.22*  11.40+0.37*  12.40+0.16*  8.58+0.24*  9.25+0.29*
84 16.30£0.46%  16.40£0.39%  17.10£0.33*  13.30£0.48*  12.90+£0.21*  10.20£0.22*  10.70+0.10*
96 6.670£0.20%#  7.18£0.15%#  7.07+0.36*#  4.95+0.18%#  5.28+0.16%#  4.89+0.09%#  5.32+0.15%#
108 0.68+0.16%*  8.09+023*#  6.87+0.16%#  6.14£0.00%#  6.43+0.11%#  5.73:021%#  5.14+0.55%#
120 13.1040.33%*  8.59+0.20%#  8.07+0.12%#  63140.17*#  6.124£0.05%#  5.04+0.17*# -
132 13.80+£0.32%*  12.40+£0.23**  10.20+£0.12**  6.90+0.12*#  6.76£0.26*#  5.84+0.12%# -
144 17.2040.21%*%  13.50+0.50**  12.60£0.38%*  9.61+£0.32*%*  7.22+0.27*# - -
156 19.7040.35%*  16.20+0.26**  16.30£0.26%* 10.90+£0.22%*  7.28+0.21*# - -
168 21.50£0.47%*  18.50£1.06**  16.50£0.16%* 11.60+0.21** - - -
180 26.30£0.49%*  23.10£0.57**  20.80+£0.64** 15.80+0.12%* - - -

Altinci evre kiitikiila kalinligt
(*#) Altinci evre, yedinci evre kiitikiilas1 bir arada (eski kiitikiila sindirilmeye calisiimakta)

(**) Yedinci evre kiitikiila kalinlig1

(-) Larval 6liim (% 100 6liim goriildit)
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Cizelge 4.5. Kontrol grubu ve farkli Alsystin dozlart uygulanmis altinct evre G. mellonella larvalarinin ortalama kiitikiila kalinliklart (pm)

(Ortalama + SH, on 6l¢iimiin dort tekrart).

Zaman/Doz

Kontrol 12.5 25 50 100 200 400

(saat/ppm) ppm ppm ppm ppm ppm ppm
12 7.90+0.05%  7.86+0.08° 7.76 +0.16° 723 +0.99° 6.34 +0.85° 6.33+0.23° 6.27 +0.29 ©
24 9.29 + 0.05 8.80+ 0.06" 8.50+0.11° 8.01+0.20 ¢ 7.44+0.11¢ 7.42+0.15¢ 7.14+0.21¢
36 11.69+021% 11.08+0.352 9.26+0.13" 9.02+0.13" 8.82 +0.08 " 7.61+021°¢ 7.82+021°
48 1250 +027%  1231+021%  10.61+0.11°  1046+024°  10.18+0.17°" 8.01+£0.07° 8.06+0.13°
60 1435+026% 13.42+020°  13.59+0.15°  11.54+029°  11.54+0.25°¢ 9.05+0.19 ¢ 8.96 +0.14 ¢
72 1446 +026°% 13.69+0.14°  1395+021°  11.59+0.09°  11.58+0.06° 9.20 +0.14 ¢ 9.04 +0.12¢
84 1705£0.15%  1697+0.13%  16.79+0.17%  13.63+035°  1342+008°  10.72+0.15°  10.52+0.11°

(a, b, ¢, d) Ayni satirda, ayn1 zaman diliminde, farkli dozlardaki degisimler kontrol grubuna gére 6nemlidir (P< 0.05).

ve
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Sekil 4.19. Kontrol grubu ve Alsystin uygulanan altinci evre G. mellonella larvalariin kiitikiila kalinliklarinda
doz/ cevap iligkisi.




Sekil 4.20. Alsystin uygulanmus altinci evre G. mellonella larvasinin dorsal
integiimentinde meydana gelen kararmalar.

Sekil 4.21. Alsystin uygulanmis altinc1 evre G. mellonella larvasinin ventral
integiimentinde meydana gelen kararmalar.
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Alsystin’in larvalar tizerine bir diger etkisi de larvalarin deri degistirme siiresini
uzatmasi oldugu goriildii. Kontrol grubu larvalarinin deri degistirme siireleri, Alsystin
uygulanan larvalarin deri degisim siiresiyle Kkarsilastirildiginda; Alsystin’in deri
degisimi lizerine etkili oldugu ve deri degisim siiresini uzattig1 gézlendi. Cizelge 4.1,
4.2, 4.3 ve 4.4°de altinc1 ve yedinci evre kiitikiilalarinin bir arada bulundugu saatler ve
larvanin deri degistirme an1 gosterilmektedir. Kontrol grubunda eski ve yeni kiitikiilanin
birlikte oldugu zaman 96. saat olup larvalar 108. saatte bir iist evreye gectigi, bu zaman
dilimi 12.5 ve 25 ppm’lik dozlarda 96- 120. saatler arasina uzadigi, 132. saatte ise deri
degisimleri gerceklestigi. 50 ppm’de ise 96- 132. saatler arasina uzadigi ve 144. saatte
deri degisimi gergeklestigi gozlendi. Diger dozlarda ise sirasiyla eski ve yeni deriyi i¢
ice bulunduran saatler 100 ppm’de 96- 156. saat, 200 ppm’de 96- 132. saat, 400 ppm’de
ise 96- 120. saatler olarak gozlendi; 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda ifade edilen
saatlerden sonra larvalarin deri degisimlerini bagaramayip oliimleri gergeklestigi tespit
edildi.

Normalde boceklerde meydana gelen deri degistirme siklusu kisa zaman
icerisinde gerceklesip histolojik preparatlarda ¢ogunlukla gozlenemezken, Alsystin’in
etkisiyle uzayan deri degistirme siirecinin asamalart alti farkli doza ait kesitlerde
izlenebilir hale geldi (Sekil 4.22, 4.23, 4.24 ve 4.25).

Deneme grubunda 50, 100, 200 ve 400 ppm dozlarda Alsystin uygulanan
larvalarda, kiitikiilanin gelisim asamasinda, endokiitikiilar lameller amorf yapiya sahip
olmalarindan dolay1 belirgin sekilde gozlenemezken; 12.5 ve 25 ppm dozlarda Alsystin
uygulanan larvalarda endokiitikiilar lamellerin prokiitikiilaya ilavesi net olarak goriildii.

Epidermal hiicrelerde ise; 200 ppm’lik dozda 120. saatten sonra (Sekil 4.26),
400 ppm’lik dozda ise 108. saatten sonra hiicresel vakuoller goriildii (Sekil 4.27). 12.5,

25, 50 ve 100 ppm’lik Alsystin dozlarinda ise bu olusumlara rastlanmadi.
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Sekil 4.22. Alsystin uygulanan larvalarda endokiitikiilar lamellerin kitinaz
etkisiyle ayrilmaya baglamasi (Azokarmin G- Alinin mavisi,
50um).

Sekil 4.23. Alsystin uygulanan larvalarda endokiitikiilar lamellerin hidroliz
edilmesi (Azan boya, 50um ).
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Sekil 4.24. Alsystin uygulanan larvalarda endokiitikiiladaki kitin unsurlarin
yeni integiiment tarafindan emilimi (Azokarmin G- Anilin
mavisi, 50pm).

Sekil 4.25. Alsystin uygulanan larvalarda atilmaya hazirlanan eski kiitikiila
ve yeni kiitikiila (Azokarmin G- Anilin mavisi, 50pum).

39



Sekil 4.26. Alsystin uygulanan larvalarda 200 ppm alsystin uygulanmasinda
120. saatten sonra olusan epidermis hiicrelerindeki vakuoller
(Azan boya, 20pm ).

20.0 ym

Sekil 4.27. Alsystin uygulanan larvalarda 400 ppm alsystin uygulamasinda
108. saatten sonra olusan epidermis hiicrelerindeki vakuoller
(Crossman’in iiglii modifikasyonu, 20pm ).
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4.1.2.2. Alsystin’in kiitikiila kalinhg iizerine etkileri

Kontrol grubu larvalar1 ve Alsystin’in larvalara uygulanan (12.5, 25, 50, 100,
200 ve 400 ppm) dozlarindan elde edilen histolojik kesitlere ait kalinlik dlgtileri Cizelge
4.1, 4.2, 4.3, 4.4°de; bu dozlara ait kiitikiila kalinlik Ol¢iileri ise Cizelge 4.5 ve sekil
4.19’da gorilmektedir. Kontrol grubu larvalarimin 84. saatten sonra eski kiitikiiladaki
gelisimlerini tamamladiklar1 dikkate alinarak, altinc1 evre kiitikiila kalinlig1 ig¢in
yapilacak olgtimler ilk 84 saat olarak kabul edildi. Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve sekil
4.19’da goriilecegi gibi Alsystin’in 12.5 ve 25 ppm’lik dozlar kiitikiilar kalinlik artisi
tizerine etkili olmazken (P> 0.05); 50, 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlar1 degisik
oranlarda kalinlik azalmasina sebep oldu (P< 0.05). Buna gére;

12.5 ppm’lik Alsystin dozunda 24, 60 ve 72. saatteki kiitikiilar kalinlik kontrol
grubuna gore azalmasi istatistiki olarak dnemli diizeyde olmasina ragmen (P< 0.05), 84.
saat sonunda bu dozda olusan 16.97 um’lik kiitikiilar kalinlik kontrol grubunun degerine
gore (17.05 um) istatistiki olarak énemsiz diizeydedir (P> 0.05) (Cizelge 4.5).

25 ppm’lik dozdaki kiitikiilar kalinlik artisi; 24, 36, 48, 60 ve 72. saatlerde
Alsystin’den etkilenip istatistiki olarak kontrol grubuna gore onemli bulunmasina
ragmen (P< 0.05), 84. saat sonundaki kiitikiilar artis (16.80 pum) kontrol grubuna gore
(17.05 um) 6nemsiz bulundu (P> 0.05).

50 ppm’lik dozda yedi farkli zaman diliminde (12, 24, 36, 48, 60, 72 ve 84)
bulunan degerler Alsystin’in kiitikiila kalinligin1 etkiledigini, 84. saat sonunda olusan
farkliligin (13.63 pm) ise kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli oldugunu
gosterildi (P< 0.05).

100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda ise 12. saatten baslayarak yedi farkli zaman
diliminden olusan kiitikiilar kalinlik 6lgiileri, hem her bir zaman diliminde hem de 84.
saat sonunda (13.42, 10.72 ve 10.52 um) kontrol grubuna gére farkli bulundu (P< 0.05).

Alsystin’le olusturulan alti farkli doz uygulamasinda 12.5, 25 ve 50 ppm’lik
dozlarda larvalarin 24. saatten sonra; 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda ise ilk 12.
saatten sonra kiitikiilar kalinliklarinin etkilenmeye basladigi goriildii.

Elde edilen sonuclar dogrultusunda ortaya ¢ikan bir baska sonug ise, 12.5 ve 25
ppm’lik dozlarda Alsystin’in etkisiz olmasi, bunun digindaki dort farkli dozda ise (50,
100, 200 ve 400 ppm) Kkiitikiilar sekresyonun engellenmesinden dolayr kiitikiila

kalinliginda azalmaya sebep olmasidir. Ayrica 84. saat sonunda 50 ppm’de kiitikiiladaki
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kalinlik miktar1 (13.63 um) ile 100 ppm’deki kalinlik miktar1 (13.42 pm); yine ayn
sekilde 84. saat sonunda 200 ppm’de olusan kiitikiilar kalinlikla (10.72 um), 400
ppm’de olusan kiitikiilar kalinligin (10.52 pum) birbirine ¢ok yakin olmasi ve kendi
aralarinda birbirlerine kars1 istatistiki olarak farkli olmamalar1 (P> 0.05) dikkat
cekicidir.

Buna gore Alsystin’in 12.5 ve 25 ppm’lik dozlarmin kiitikiila kalinlig1 artist
tizerine etkisi istatistiki olarak 6énemsiz oldugu (P> 0.05) bulunurken; 50-100 ppm’de
o6nemli bulundugu (P< 0.05) ve %20 oraninda kiitikiilar incelmeye sebep oldugu; 200-
400 ppm’lik dozda ise yine onemli oldugu (P< 0.05) ve %37-38 oraninda kiitikiilar
azalmaya sebep oldugu tespit edildi (Cizelge 4.5).
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4.2. Tartisma

Diisiik dozlardaki Alsystin iceren (12.5 ve 25 ppm) diyetle beslenen larvalarda
morfolojik olarak ilagtan etkilenme 24. saatten sonra, orta (50 ve 100 ppm), yiiksek ve
letal (200 ve 400 ppm) dozlarda ise 12. saatten sonra baslamistir. Morfolojik olarak,
diisiik dozlarda larval gelisim siiresince herhangi bir anormallik goriillmemesine ragmen
larvalarin ileriki gelisim siirecinde olusan erginlerin, gelisimini tamamlamamis kanat
yapisina sahip bireyler olarak ortaya ¢iktiklar1 goriilmiistiir. Bu durum Alsystin’in
bocegin hayat siklusundaki uzun siireli etkisini gostermektedir. Orta, yiiksek ve letal
dozlarda Alsystin uygulamasini takiben larvalarin hareketlerinde yavaslama, gelisimin
durmasi, kararma, viicut sivist ve hemolenf kaybi, larval periyodun uzamasi, deri
degistirmeyi basaramama ve sonrasinda da larval dliimler gerceklesmistir. Bu iliski doz/
cevap seklinde meydana gelmistir. Retnakaran ve ark. (1985), Alsystin’in &zellikle
Lepidopter ve Coleopter’ler ilizerinde etkili oldugunu, Smith ve Grigarik (1989) ise bu
insektisitin larvisidal etki gosterdigini ifade etmislerdir.

Alsystin’li diyetle beslenen S. litura (Olviatsu ve ark., 1991), T. granarium
(Everts) (Parween, 1996), C. pipiens pipiens (Rehimi ve Soltani, 1999), D. koenigii
(Fabricius) Gujar ve Metrotra (1989) larvalari, Rhodnius prolixus nimfleri (Mello ve
ark., 2008) ile yapilan denemelerde de orta, yiiksek ve letal dozlarda, dozlarin etkisine
bagl olarak larval donemde meydana gelen benzer morfolojik deformasyonlar (larval
periyodun uzamasi, basarisiz deri degisimleri ve larval 6limler) gozlemisler ve bu
etkilerin doz/ cevap seklinde meydana geldigini ifade etmislerdir.

CST’ler deri degistirme siirecini bozmasindan dolayr metamorfik hasarlara yol
agmaktadir (Gujar ve Metrotra, 1989). Ilactan etkilenen bdcekler yeni kiitikiila sentezini
gerceklestiremeyip eski deriyi atmayi basaramamaktadirlar (Reynolds, 1987). Oliim
sebebi ya eski deriyi atamamaktan (Olviatsu ve ark., 1991), ya da eski deriyi atmaya
calisirken meydana gelen sivi kaybt (Mulder ve Gijtswigt, 1973) olabilecegini ileri
stirmiislerdir. Ker (1978), bu olayr kiitikiilanin kitin yoklugundan dolayr ciddi bir
sekilde zayiflamasina baglamistir.

Altinct evre kontrol grubu G. mellonella larvalarinin kiitikiilalar1 84. saat
sonunda ulasabilecekleri maksimum degere ulasarak 108. saatte bir st evreye gegtiler.
Alsystin uygulanan dozlarda ise kullanilan dozlara bagl olarak larval periyot 12.5 ve 25
ppm’lik dozlarda 120 ve 50 ppm’de 144. saate uzadig1 ve bu siirenin sonunda larvalarin

bir {ist evreye gectigi goriildii. Artan doza bagli olarak 100 ppm’de bu zaman 156. saate
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ciktigl, 200 ppm’de 132. saatte 400 ppm’de ise 120. saatte larval oliimler gergeklesti..
12.5, 25 ve 50 ppm’lik dozlarda larval periyodun uzamasi ve larvalarin bir iist evreye
gecmeleri; 100, 200 ve 400 ppm’lik dozlarda larval periyodun uzamasiyla beraber artan
doza bagh olarak larval oliimlerin ger¢eklesmesi Alsystin’in doz/ cevap iliskisini
gostermektedir.

Benzer durumu Olviatsu ve ark. (1991) S. litura, Rehimi ve Soltani (1999) C.
Pipiens pipiens larvalarinda, Mello ve ark. (2008) R. prolixus nimf’lerinde
gozlemislerdir. Bunun nedenini ise Alsystin’in etkilerinin kitin biyosentezini
engellemesinin doz/ cevap iliskisi igerisinde cereyan ettigi seklinde agiklamiglardir.

Hegazy ve ark. (1980)’nin tanimladigi sekliyle G. mellonella larvalarmin
kiitikiila yapis1 epikiitikiila ve prokiitikiiladan olusur. Prokiitikiila birbirine paralel
yapida, sayilar1 10 ila 30 arasinda degisebilen kitin fibrillerinden olusmus lamellerden
ve por kanallarindan olusur (Lower, 1956). Kitin genellikle ekzo ve endokiitikiilanin
esas bilesenidir. Epikiitikiilada kitin mevcut degildir (Dean, 1999). Prokiitikiilada kitin
olmayan materyalin biiyiik ¢cogunlugu proteindir (Hegazy ve ark, 1980) ve Lee ve ark.
(1990) ile Yin- Chang ve ark. (1990)’nin bildirdiklerine gore Lepidopter larvalarinda
endokiitikiilar lamellerin intermolt periyodu siiresince prokiitikiilaya ilavesi s6z
konusudur. Kontrol grubu G. mellonella larvalarinda da bu lamellerin prokiitikiilaya
ilavesi ile kalinlik artis1 gergeklestigi gozlendi.

Kitin dogadaki en yaygin polisakkaritlerden biri olup arthropodlarin
kiitikiilasinda, mantarlarin hiicre duvarinda ve nematotlarda bulunan temel bilesendir.
Bu polimerin bocek Kkiitikiilasinin  sertligini veren en oOnemli madde oldugu
disiiniilmektedir (Degheele, 1990). Bezoilfenil iire’ler bircok bocekte gelisim
diizenleyici olarak etki gostermektedir. Alsystin bir benzoilfenil iire bilesigi olup post
embriyonik gelisim asamalarinda deri degistirme siirecini, kitin biyosentezini
engelleyerek etki yapar (Mello ve ark., 2008).

Bu c¢alismada histolojik bulgu olarak Alsystin’in diisiik dozlarmin gerek
epidermal hiicrelerde gerekse prokiitikiila iizerinde herhangi bir toksik etkisini ve bunun
belirtisini gozleyemezken, orta diizeydeki dozlarda; sitoplazma miktarinda azalma ve
sitoplazmik graniillerin ¢ogalmasi, yiiksek ve letal dozlarda ise amorf prokiitikiila
yapistyla beraber 200 ppm’lik dozda 120. saatten sonra, 400 ppm’lik dozda ise 108.
saatten sonra vakuoller olustugunu gozledik. Bu bulgular bize ilacin normal kiitikiila

olusumuna miidahale edip, prokiitikiilanin olusumunun engellendigini gosterdi.
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Calismada elde edilen histolojik bulgular gerek Alsystin’le ve gerekse diger
benzer benzoilfenil iire grubuna giren insektisitlerle yapilan ¢alismalardan elde edilen
sonuglarla benzerdir. Dean ve ark. (1998) C. felis (Buciche) larvalarinda ve El- Shazly
(2002) Culex pipiens pipiens dordiincii evre larvalarindaki Triflumuron uygulamasiyla
epidermal hiicre dejenerasyonlarini ve hiicresel vakuolleri, Cunningham ve ark. (1987)
Choristoneura fumiferana (Clemens) altinct evre larvalarmma Chlorfluazuron
uygulandiginda amorf materyalli vakuolleri, Unsal ve ark. (2004) besinci evre G.
mellonella larvalarima Diflubenzuron uygulamalarinda vakuoler olusumlari, Dean ve
ark. (1999) Cat flea larvalarina Lefunuron uyguladiklarinda sitoplazmik miktarin
azaldigin ve sitoplazmik organellerde litik degisiklikler oldugunu gozlemislerdir.

Bu konuyla ilgili olarak biyokimyasal, fizyolojik, ultrastrukturel ¢alismalarda
ise; benzoilfenil tire grubuna giren CSI’lerin integiimentteki epidermal hiicrelerin kitin
sentez bolgelerine hareket ettikleri (Cohen, 1987), CSI’lerin kitin sentezinin
gerceklestigi epidermal hiicrelere zarar verdigi, sitoplazmik organellerin azalmasina
neden oldugu ifade edilmistir (Retnakaran ve ark., 1985, Dean, 1998 ve 1999). Post ve
ark. (1974) ise Triflumuron gibi benzoilfenil iirelerin kitin polimeraz’la rekabet ederek
kitin polimerizasyonunu baskiladigini agiklamislardir.

Alsystin’li disiik dozlarin prokiitikiila kalinlig1 tizerine etkileri gdzlenemezken
(P> 0.05); orta, yiiksek ve letal dozlarda prokiitikiila ve endokiitikiilar lamellerin
sekillenmesi {izerine etkili olduklar1 (P< 0.05) ve buna bagli olarak kontrol grubuna
gore orta dozlarda %20, yliksek ve letal dozlarda %37- 38 oraninda kiitikiilar kalinlikta
azalmaya sebep olduklar1 goézlendi. Bu durum Alsystin’den etkilenmis epidermal
hiicrelerde  kiitikiil sekresyonunun bloke edilmesi sonucunda kitin sentezinin
engellenmesiyle agiklanabilir.

Bu sonuglar Alsystin’le ilgili diger bocek tiirleriyle yapilan ¢alismalardan elde
edilen sonuglarla uyumludur. Bellinato ve ark. (2009) Manduca sexta larvalarina
Triflumuron uygulamasinda temel kiitikiila matriks birikiminin normal olarak devam
ettigini ancak kitin mikrofibril olusumunun tamamen engellendigini, El- Shazly (2002)
C. pipiens  dordiincii evre larvalarina Triflumuron uygulamasi sonucunda ilag
uygulanmig larvalarin kiitikiilalarinin normal kiitikiiladan farkli olarak olustugunu ve bu
kiitikiilanin endokiitikiilar lamellerden yoksun oldugunu, Cohen ve Casida (1980)
Triflumuron’un kitin polimerizasyonu sirasinda kitin sentezini engelledigini,

glikoprotein yapisini degistirdigini, Ishaaya ve Casida (1974), Soltani ve ark (1993),
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Rehimi ve Soltani (1999) ve Mello ve ark. (2008) ise kitin seviyesi azalirken protein
seviyesinde herhangi bir azalma olmadigin1 agiklamislardir.

Elde ettigimiz histolojik deliller bu bilesigin deri degistirme sonrasinda
prokiitikiilada endokiitikiilar lamel birikimini engelledigini gozledik Bu sonuglari
Binnington (1985) ile Degheele (1990)’nin ¢aligmalar1 dogrulamaktadir. Endokditikiilar
lamellerin sentezlenmesinin baskilanmasina bagli olarak g¢alismamizda gordiiglimiiz
kiitikiila miktarindaki azalmay1 Rehimi ve Soltani (1999) C. pipiens pipiens larvalarinin
prokiitikiilasinda %37- 41, Soltani ve ark. (1996) T. mollitor pupalarinda %10- 40, Tong
ve Hui (2004), Musca domestica larvalarinda %22.6- 46.3 oraninda azalma oldugunu
gormiiglerdir.

Unsal ve ark. (2004), G. mellonellla besinci evre larvalarina yine bir benzoilfenil
tire olan Diflubenzuron’u uyguladiklarinda %350 oraninda azalma oldugunu
gormiiglerdir.

Boceklerde normal larval siklus siirecinde deri degistirme olayr kisa siire
icerisinde cereyan edip deri degistirme gerceklesirken, uyguladigimiz Alsystin
dozlarimin etkisine bagli olarak endokiitikiilar lamellerin yeterince sekillenememesinden
veya tamamiyla durmasindan dolay larval periyot siiresi kontrol grubu larvalarina gére
50 ppm’de 36, 100 ppm’de 48 saat, 200 ppm’de 24 saat, 400 ppm’de ise 12 saat uzadigi
ve devaminda larvalar 61diigi goriildii.

Pasqualini (2000), Triflumuron uygulamasinda yeni kiitikiilanin sentezi azalsa
veya tamamen engellense de eski kiitikiilanin hala dis iskelet gorevini yerine getirmekte
oldugunu, dozlarin etkisine bagli olarak yeni Kkiitikiilanin hem sertligi hem de
esnekliginin ciddi sekilde bozuldugunu agiklamistir. Reynold (1987), yeni kiitikiilanin
hem sertligi hem de esnekliginin ciddi sekilde bozulmasina bagli olarak larvalarin i¢
basinca karst koyamayip, kaslar i¢in gerekli destegi saglayamamasindan dolay:
larvalarin deri degistirmede basarisiz olduklarimi agiklamiglardir. Reynolds ve Blaken
(1989) ise tiim bu fizyolojik olaylarin sonucunda larvalarin beslenme ve biiylimelerinin
kisitlanmasina bagli olarak larval dliimlerin gerceklesecegini ifade etmiglerdir.

Sonug olarak altinct evre G.mellonella larvalarinda Alsystin kitin biyosentezini
engelleyerek kiitikiila sekresyonunu dozlara bagli olarak degistirdigi goriildi. Buda
benzoilfenil iirelerin ilk etki modunun kitin sentezini engellemesi oldugu tezini (Soltani

ve ark., 1996) dogrulamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Klasik kimyasal pestisitlerin kullanim siirecinde c¢evreyi kirletmeleri, bu
insektisitlere karst boceklerin direng olusturmalari, kalicilik siirelerinin uzun olmast,
hedef dis1 canlilara zarar vermeleri, se¢ici olmamalart nedeniyle bu konuda arastirma
yapan bilim adamlarin1 zararlilara kars1 kullanilan pestisitler hakkinda farkli arayislar
igerisine yoneltmistir. Klasik insektisitlerin olumsuz etkileri géz 6niine bulundurularak
197011 yillarda zararlilara karsi IGR’ler (Insect Growth Regulator) gelistirilmistir.

IGR’lerin klasik kimyasal insektisitlere gore birgok iistiinligiinden bir kagini
Ozetlemek gerekirse bunlari; hizli sekilde bozulabilmeleri, faydali parazitlere ve avci
boceklere zararli olmamalari, hedef olmayan organizmalar iizerinde etkisi olmayip,
hedef canlinin yasam donglisiine kisa silirede etki yapmalari, zararli boceklerin bu
pestisitlere kars1 diren¢ olusturamamalari seklinde ifade etmek miimkiindiir.

IGR gruplarindan biri olan CSI’ler degisik bocek takimlari {izerine etkili
olmakla beraber Ozellikle Lepidopteralar, Coleopteralar iizerine etkili olan
kimyasallardir. Larval donemde etkili olan CSI’ler larvanin deri degistirme siklusunu
bozup ve akabinde metamorfik hasarlara ve larval 6liimlere neden olurlar. CST’lerden
olan Alsystin, Lepidopteralar disinda Diptera, Orthoptera, Siphanoptera, Coleoptera
ordolari {izerine oral ve temas yolu ile etki yapan bir insektisittir. Diger CST’lerle etki
yoniinden karsilastirildiginda onlara gore daha yavas etki yapmakla beraber ¢evreye,
bitkilere, omurgalilara, diger sicakkanli canlilara ve hedef olmayan organizmalar
tizerine ¢cok az ya da hemen hemen hig toksik degildirler.

Tiirkiye ar1 kovani koloni varligi ile diinyada dordiincii sirada olmasina ragmen
bal iiretiminde yedinci siradadir. Bunun en Onemli nedeni hastalik ve zararlilar
hakkinda yeterli bilgiye sahip olunmamasi, gerekli miicadelenin zamaninda ve dogru bir
sekilde yapilmamasidir. Bu durum, ilke aricilifindaki verim diisiikliigliniin nedenini
cok iyi bir sekilde agiklamaktadir. Ekonomik kayiplara neden olan, G. mellonella
zararlisina karsi yapilacak miicadele i¢in Alsystin’in giivenilir doz araligini yapmis
oldugumuz bu calismada gostermeye calistik. Elde ettigimiz bulgularin pestisitlerin
konak tiirler ve kimyasal kontrol ajanlari tizerindeki etkileri ile ilgili literatiirlere katki
yapacagmi, Kimyasal kontrol uygulamalarinda da Onemli faydalar saglayacagin

diistinmekteyiz.
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Zararli boceklerle en iyi sekilde miicadele edilmesi IPM (Integrated Pest
Management) programlariyla miimkiin olmaktadir. [IPM programlar secicidir ve hedef
olmayan organizmalara karsi zararsiz insektisitleri seger. Eger tutarli, uzun vadeli,
ekonomik olarak zararli olan bu canlilar kontrol altina alinmak isteniyorsa IPM’e

uyumlu bocek ilaglarinin arastirilmast ve gelistirilmesine katkida bulunulmasi

gereklidir.
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