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KSANTOTOKSININ GALLERIA MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE)’NIN BAZI BiYOLOJiK VE BiYOKIMYASAL PARAMETRELERINE
ETKIiSi
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Biyoloji Anabilim Dal

Tez Damismam: Yrd. Doc. Dr. Ender BUYUKGUZEL
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Biiyitik bal mumu giivesi Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)’nin yasama orani, gelisme
stiresi, esey orani, ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi, agilma orani ile
erginlerinde oksidatif stresin 6nemli indikatorleri lipid peroksidasyonu iiriinii malondialdehit
(MDA) ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil miktarlan ile detoksifikasyon enzimi
glutatyon-S- transferaz (GST) aktivitesi iizerine bir bitki allelokimyasali ksantotoksinin etkisi
incelendi. Bocegin birinci evre larvalart % 0,001, 0,005 ve 0,1 oraninda ksantotoksin igeren
yapay besinler ile laboratuar sartlarinda ergin evreye kadar beslendi. Ksantotoksinin denenen
tiim konsantrasyonlar1 bocegin 7. evreye ulasan larva orani, pup ve ergin orani ile erkek ve

disi oranin1 6nemli derecede diisiirmiistiir.
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OZET (devam ediyor)

Kontrol besininde % 77,7 £ 1,96 oraninda ergin elde edilmesine ragmen % 0,1 oraninda
ksantotoksin iceren besin ergin olma oranini % 11,0 £ 00,0’e diisiirmiistiir. Ksantotoksinin bu
konsantrasyonu erkek ve disi oranin1 % 5,5 + 0,00’e diigiirmiistiir. Ksantotoksin ile yapilan
deneylerde erkek bireylerin Oomiir uzunlugu iizerinde 6nemli etkisi olmazken en yiiksek
ksantotoksin konsantrasyonu (% 0,1) disilerin 6miir uzunlugunu 10,4 + 0,43 giinden 5,7 +
0,64 giine onemli derecede kisaltmistir. En yiiksek ksantotoksin konsantrasyonu (% 0,1)
yumurta sayisint 95,0 £ 12,87°den 33,5 + 3,38’e, acilma oranini ise % 82,7 + 3,70’den % 35,6
+ 3,00’ya 6nemli derecede diisiirmiistiir. Ksantotoksinin en diisiik konsantrasyonu (% 0,001)
erginlerin MDA miktarin1 0,005 + 0,0005°den 0,028 + 0,001 nmol/mg protein’e (yaklasik 6
kat1) yiikseltirken protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi iizerine Onemli bir etkisi
olmamigtir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonlar (%
0,005 ve 0,1) MDA miktarin1 ortalama ii¢ kat, protein karbonil miktarimi iki kat artirirken
GST aktivitesini onemli derecede diisiirmiistiir. Ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonunu
iceren besin GST aktivitesini 0,276 £ 0,025’den 0,159 + 0,005 pmol/mg protein/dk’ya

azaltmistir.

Oksidatif stres indikatorlerinin diizeyindeki artis ksantotoksin ilave edilen besinler ile
yetistirilen erginlerde yiiksek derecede oksidatif stres meydana geldigini goOstermistir.
Erginlerdeki oksidatif strese bagli olarak detoksifikasyon kapasitesinde GST aktivitesi
diizeyinde Onemli bir azalma goriilmiistiir. Bu sonuclar ksantotoksin ile uyarilan oksidatif
stresin bal mumu giivesinin erginlerinin 6zelliklerini olumsuz yonde etkileyecek sekilde

detoksifikasyon enzimi iizerine 6nleyici etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, oksidatif stres, ksantotoksin, GST, yasama, yumurta

verimi, protein karbonil

Bilim Kodu: 401.02.01.
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

THE EFFECTS OF XANTHOTOXIN ON SOME BIOLOGICAL AND
BIOCHEMICAL PARAMETERS OF GALLERIA MELLONELILA L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Meltem ERDEM

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

Thesis Advisor: Assist. Prof. Ender BUYUKGUZEL
July 2011, 71 pages

The effects of a plant allelochemical, xanthotoxin (XA), on survivorship, development, sex
ratio, male and female adult longevity, fecundity, hatchability of greater wax moth Galleria
mellonella (L.) were investigated. Important oxidative stress indicators, lipid peroxidation
product, malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein karbonyl (PCO)
contents and a detoxification enzyme glutathione-S-transferase (GST) activity were also
determined in the adults of the wax moth. The insect was reared from first-instar larvae on an
artificial diets containing XA at 0.001, 0.005 or 0.1% to adult stage in the laboratory
condition. Relative to the control, the diets containing XA concentrations significantly
resulted in decreased survivorship in seventh-instar, pupal and adult stages, and female and
male ratio. Control diet produced adult yield by 77.7 £ 1.96%, while the diet with 0.1% XA
significantly decreased adult yields to 11.0 + 0.00%. This dietary concentration reduced both
male and female ratio to 5.5 + 0.00%. Dietary XA concentrations had no significant effect on
adult longevity of male whereas the highest XA concentration (0.1%) significantly shortened

female longevity from 10.4 + 0.43 to 5.7 + 0.64 days.



ABSTRACT (continued)

This highest XA concentration significantly decreased egg number from 95.0 + 12.87 to 33.5
+ 3.38, hatchability from 82.7 + 3.70 to 35.6 £ 3.00. The lowest concentration of XA
(0.001%) significantly increased MDA content from 0.005 £ 0.0005 to 0.028 + 0.001
nmol/mg protein by approximately 6-fold while it had no significant effect on protein
carbonyl content and GST activity. XA at high concentrations (0.005 and 0.1%) significantly
increased MDA (3-fold) and protein carbonyl (2-fold) contents while they significantly
resulted in decreased GST activity. The highest dietary XA concentration significantly

decreased GST activity from 0.276 + 0.025 to 0.159 £ 0.005 pmol/mg protein/min.

Two of the markers indicated that significantly higher levels of oxidative stress were produced
in the whole body of adult reared on diets supplemented with XA. This oxidative stress was
associated with elicited detoxification responses by markedly decreasing GST activities in
adults. We infer from these findings that XA-induced oxidative stress exerted strong
inhibitory effect on the activity of the wax moth detoxification enzyme leading to decreased

adult fitness.

Keywords: Galleria mellonella, oxidative stress, xanthotoxin, GST, survivorship, fecundity,

protein carbonyl

Science Code: 401.02.01.
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BOLUM 1

GIRIS

Tarimsal zarara sebep olan en 6nemli canli grubu boceklerdir. Lepidoptera takimina ait tiirler
bu grup icerisinde onemli bir yer tutmaktadir. Bocekler tarimsal iiriinlerin cesitlilik, kalite,
verim, depolama, pazarlama kalitesini diisiiriitken aym zamanda c¢esitli hastaliklarin
tasinmasinda aract olduklarindan halk sagligi acisindan da tehdit olusturmaktadir. Uriin
verimini ve kalitesini artirmak icin bocekler ile miicadelede bir dizi kimyasal, biyolojik,
fiziksel ve diger bazi yontemler kullanilmaktadir (Charriere and Imdorf 1997). Ucuz olmast,
kisa siirede sonu¢ alimmasi ve kolay uygulanabilirligi sebebiyle cesitli insektisitlerin
kullanmldigr kimyasal miicadele daha cok tercih edilmektedir. Son zamanlarda ozellikle
organoklorlu ve dogrudan sinir sistemine etkili olan organofosforlu insektisitler cevreye
amagsiz, smirsiz ve kontrolsiiz olarak uygulanan toksik kimyasallar olup diger canlilar
acisindan tehdit unsuru olusturmaktadir (Fenske et al. 2002). Zararh boceklerle miicadelede
sentetik analoglar, O6rnegin jiivenil hormon analogu, priproksifen (Sumilaru 0,5 G), sentetik
pretroidler, D-fenotrin (Neosumi NS), sipermetrin (Cypermethrin, Cyper) ve karbamat grubu
kimyasallar gibi cevreye zararl etkisi olan insektisitler hala kullanimdadir (He et al. 2002). Bu
insektisitlere kars1 boceklerin direng gelistirdigi bilinmektedir (Barata et al. 2001, Anderson and
Zhu 2004). Insektisit kullanimimin vazgecilmez yararlarina karsin denetimsiz ve asiri
miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger canlilarda 6nemli zararl etkilere ve
Olimlere neden olmakta, ekosistemlerin bozulmasima, besin zincirlerinde aksamalara ve
kirlenmelere yol acmaktadir. Insektisitler biyolojik birikimle canlilarin viicutlarinda
yogunlasabilir. Besin zincirinde hareket ederken her asamada daha biilyilk bir orana
ulagsmaktadir. Etkili kimyasal insektisitlerin yaygin olarak kullanilmasindan kisa siire sonra
insanlar ve yabanmil yasamda hedef olmayan canlilara zararhi etkileri ortaya konmaya
baslanmistir (Bhavan-Saravana and Geraldine 2001). insektisitlerin ¢evreye verdigi zararlarin
insan saghigi acisindan tehlikeli boyutlara varmasi iizerine pek cok iilke ve kurulus soruna
titizlikle egilirken, iilkemizde de son zamanlarda konuya onem verilmeye baslanmistir.

Insektisitler toksik ve oldiiriicii etkiye sahiptir, bu sebeple uygulamalarda dogal yasam da goz



ard1 edilmemelidir. Zararli bocekler ile miicadele yapilirken secilen insektisitin hedef olmayan

canlilara zararh etkilerinin diisiik olmasina dikkat edilmelidir.

Bilingsizce kullanilan kimyasal insektisitler ekolojik dengenin bozulmasina sebep olmakla
kalmayip, hedef olmayan diger canlilar i¢in de ciddi tehditler olusturmaktadir. Pestisitlerin
sebze ve meyve iizerinde kalan artiklari, yeralti ve yeriistii sularina karismasi1 ya da besin
zinciri yolu ile insanlara kadar ulagsmasi akut ve kronik zehirlenmelere sebep olmaktadir.
Organofosfatli bir insektisit olan diazinonun ratlarin karacigerinde histopatolojik
degisikliklerin yaninda biyokimyasal ve hematolojik bircok parametrenin negatif yonde
degismesine neden oldugu aym zamanda kalp dokusunda da cesitli patolojik degisikliklere
sebep oldugu gozlenmistir (Kalender et al. 2005 b, 2006, Ogutcu et al. 2006). Organofosfatl
bir insektisit olan metil parathionun da subakut ve subkronik uygulamadan sonra erkek
ratlarin testislerinde sperm sayisinda ve sperm motilitesinde bir azalmaya sebep oldugu tespit
edilmistir. Pestisitlerin cogunun kan-testis bariyerini rahatlikla gegebildigi ifade edilmektedir
(Uzunhisarcikli et al. 2007). Dere vd. (1995) ise organofosforlu bir insektisit olan
malathionun farelerin karacigerindeki hekzokinaz, glikoz-6-fosfat dehidrojenaz, laktat
dehidrojenaz ve malat dehidrojenaz enzim aktivitelerinin bozulmasina neden oldugunu ifade
etmislerdir. Organofosforlu insektisitler 6zellikle sinir sisteminin ¢alismasinda rol oynayan
kolinesteraz enziminin aktivitesini inhibe ederek geri doniisii olmayan akut ya da kronik
zehirlenmeler meydana getirmektedir (Zeren vd. 1998). Ayn1 zamanda boceklerin bircogunun
da uzun siire kullanilan kimyasal insektisitlere karst diren¢ olusturdugu bilinmektedir
(Apperson and Georghiou 1975, Priester and Georghiou 1978). Bununla beraber kimyasal
miicadele diger miicadele metotlarina gére daha hizli ve daha etkili olmasi nedeniyle tercih

edilmektedir.

Kimyasal insektisitler boceklerin gesitli dokularinda fizyolojik islev bozuklugu yaninda
patolojik degisikliklere neden olmaktadir (Kalender et al. 2005 a). Kimyasal insektisitler
verilen doza ve zamana bagli olarak hiicre seviyesinde bazi olumsuz etkiler meydana
getirebilirler. Bunun sonucunda hiicredeki protein sentezi bozulabilir, hiicre solunumu
engellenebilir, hiicre zarinin islevi bozulabilir ya da c¢ekirdekteki DNA etkilenebilir ve
DNA’da kirilmalar ya da mutasyonlar olusabilir. Hiicrede meydana gelen bu olaylar
sonucunda hiicrelerde sisme, endoplazmik retikulumlarda genigleme, mitokondrilerde sisme

ve vakuolizasyon, ¢ekirdegin yapisinda da bozulmalar gézlenebilir.



Hedef olmayan canlilar i¢in toksik olan bu kimyasal maddelere alternatif olarak ¢evre dostu
kimyasal maddelerin kullanildig1 miicadele yontemleri gelistirebilmek i¢in bir¢cok zararl tiiriin
laboratuvar sartlarinda yapay besin ortamlar ile kitle halinde tiretimleri yapilmaktadir (Al-Izzi
et al. 1987, Keena et al. 1995, Lopez et al. 1996, Bernardi et al. 2000). Lepidoptera takimina
ait zararh tiirlerin yapay besinler ile kiiltiire alinmasi ekoloji ve fizyolojilerinin yaninda
bunlarin farkli evrelerindeki bazi metabolik olaylarinin molekiiler diizeyde incelenmesine de
olanak saglar (Mandato et al. 1997, Pohlon and Baldwin 2001, Biiyiikgiizel et al. 2002, Tunaz
et al. 2003). Boylece gelistirilen yeni insektisitlerin arazi uygulamasindan once laboratuvar
sartlarinda bocek {izerindeki etkileri arastirilmis olur. Galleria mellonella (L.) bu konudaki
calismalar i¢in oldukga iyi bir fizyolojik model olusturmakla beraber laboratuvar sartlarinda
kolayca Kkiiltiirii yapilabilmektedir. Pyralidae familyasina ait diger tiirler ile birlikte
G. mellonella larvalar1 ve puplann parazitoid boceklerin laboratuvar sartlarinda
cogaltilabilmesi i¢in yalanci konak olarak kullanilmaktadir (Wiedenmann et al. 1992, Gupta et
al. 1996 a,b, Bernardi et al. 2000, Biiyiikgiizel 2001). Giiniimiizde baz1 parazitoid tiirlerin
tarimsal alanlarda 6nemli zararlara sebep olan lepidoptera takimina ait tiirlerin biyolojik
miicadelesinde halen kullanilmasi (Chen and Welter 2002) bu giivelerin laboratuvar
sartlarinda yapay ortamda yetistirilmesi calismalarinin 6nemini arttirmaktadir. Bu yiizden
yiiksek ergin verimine ve kisa hayat devrine sahip olmasi, dogal besin olarak koyu renkli
kulucka bal petegi ve cesitli yapay besinler iizerinde iyi gelismesi sebebiyle, mum giivesi G.
mellonella konak-parazitoid etkilesimi, bitki-bocek tritrofik etkilesimi, biyolojik ve kimyasal
miicadele calismalan icin onemli bir deneysel model olusturmaktadir (Jarosz 1989). Bu
bocegin larvalart ar1 kovanindaki peteklere ve diger iiriinlere zarar verdigi icin aricilik
sektoriinde veya kendi imkanlart ile aricilik yapan ¢iftgiler i¢in 6dnemli ekonomik kayiplara yol
acmaktadir (Charriere and Imdorf 1997). Biiyiik balmumu giivesine kars1 kabartilmis peteklerin
korunmasinda cesitli iilkelerde kimyasal [(aluminum phosphide, methyl bromide, etilen
dibromid, paradiklorobenzen (Naftalin), kiikiirt, karbondioksit], fiziksel (soguk-sicak)
uygulamalar1 ve biyolojik insektisitler (Bacillus thuringiensis ) gibi miicadele yontemleri farkl
sekillerde kullanilmaktadir (Tutkun vd. 1987, Ritter et al. 1992, Ahmad 1994, Yacobson et al.
1997, Delaware 2000, Kumova ve Korkmaz 2002, Akyol vd. 2009). Arn kolonilerinin 1 kg
balmumu iiretimi i¢in ortalama 8-10 kg bala esdeger nektar tiiketmeleri gerekmektedir
(Whitcomb 1946). Dolayisiyla koloninin gereksinimi olan peteklerin yapimi sirasinda, arilar bal
tiretimi icin kullanilacak nektar1 balmumu iiretiminde kullanilmakta ve birim kovan bagina bal
tiretimi  azalmaktadir. Bal arlarinin bitkilerden nektar toplamasi sirasinda  bitki

allelokimyasallar1 ile kontamine olmasi sonucu G. mellonella (L.) larvalar1 bu giiglii



prooksidan maddeler ile karsilasabilmektedir. Dolayli besinsel etkilesimin (trofik)
antioksidan savunma sistemini ele alarak incelenmesi zararli boceklerin miicadelesinde yeni
teknik ve yaklasimlar belirlemek acisindan yararli olabilecegi gibi bu yontemlerin fizyolojik
ve biyokimyasal temeli de belirlenebilecektir. Diger taraftan besinsel etkilesim sonucu
prooksidan maddelerin zararli boceklerin yasam parametreleri ile iliskili olarak antioksidan
veya detoksifikasyon enzim aktiviteleri tizerindeki oksidatif etkilerinin tamamen anlasilmasi
boceklerin ¢evreleri, besinleri ve konaklarnn ile ekolojik iliskilerinin anlagilmasini
saglayacaktir. Boylece G. mellonella (L.), zararli boceklerin zarar verdikleri konak bitkiler ile
kimyasal diizeyde etkilesimlerinin laboratuar sartlarinda detayli calisilmasi i¢in bir model

olusturmaktadir.

Canlilarin insektisitlerin de dahil oldugu cesitli kimyasal maddeler ve bazi ¢evresel stres
faktorlerine maruz kalmalari, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusumuna ve dolayisiyla
metabolik olaylarin bozulmasina neden olur (Felton and Summers 1995). ROT’lar, sahip
olduklar1 paylasilmamis elektronlarindan dolayr oldukg¢a reaktif atom veya molekiillerdir.
Biyolojik sistemlerdeki ROT’lar, siiperoksit anyonu (O;"), hidroksil radikali (HO"), nitrik
oksit (NO’), peroksit radikali (ROO") gibi serbest radikaller ile radikal olmayan hidrojen
peroksit (H,O,) oksidatif stresin en onemli nedenlerinden birisidir. Her ne kadar serbest
radikal reaksiyonlari, omurgalilarda bagisiklik sistemi hiicrelerinden notrofil ve makrofaj gibi
hiicrelerin savunma mekanizmalari i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla iiretimi hiicre
hasar1 ve oliimil ile sonuglanmaktadir. Aerobik yasamin normal bir asamasi olan oksidatif
reaksiyonlar sonucunda ortaya cikan ROT’lar DNA, RNA, proteinler, karbohidratlar ve
lipidler gibi makromolekiiler hiicresel yapilara kovalent baglanarak yapisal hasar meydana

getirir.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir denge
icerisindedir ve bu durum “oksidatif denge” olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi
siirece organizma serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda diisme bu dengenin bozulmasina neden olur. ‘Oksidatif
stres’ olarak adlandirilan bu durum serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma
mekanizmas1 arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonucta doku hasarina yol
acmaktadir (Sekil 1.1). Oksijenli solunum yapan biitiin organizmalarda kullanilan oksijenin

cogu sitokrom oksidaz tarafindan mitokondride tam olarak indirgenerek su molekiilii



olusturuldugu halde hiicrelerde c¢esitli enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar sonucu
ROT’lar olusmaktadir. Canlilar aym1 zamanda dogrudan besinler ile bu reaktif oksijen

radikalleri ve diger serbest radikalleri almaktadirlar.

Serbest Radikal Serbest Radikal
Uretimi Uzaklastiriimasi
Oksidatif
Stres
) ( A
Proteinler Lipidler DNA

v
SR

Hasarli Hasarli Hasarli
Proteinler Lipidler DNA
—— ——

Sekil 1.1 Oksidatif stres ve hiicre hasari.

Lipid peroksidasyonu, zarda bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin, serbest oksijen
radikalleri tarafindan lipid peroksitler, alkoller, aldehidler, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan
gibi c¢esitli driinlere yikilmasi reaksiyonudur (Felton and Summers 1995). Lipid
peroksidasyonu zincir tepkimelerle yiirimektedir. Lipid peroksidasyonunun baslamasina
singlet oksijen ('05) gibi ROT veya karbon tetrakloriir (CCly) gibi ¢esitli kimyasallar neden
olmaktadir. ROT coklu doymamis yag asitleri ile etkilestiginde bu molekiilden bir hidrojeni
kopartarak bir lipid radikalinin (L') olusumuna neden olur, ¢oklu doymamis yag asitleri ¢ift
bag diizenlenmesi ile bir dien konjugatina doniisiir, buna bir oksijenin eklenmesiyle de lipid
peroksil radikali (LOO") meydana gelir (Sevgiler 2007). Oldukga reaktif olan peroksil radikali
komsu yag asidinden bir hidrojen alarak lipid hidroperoksidi (LOOH) ve yeni bir lipid radikali
meydana getirir (Halliwell 1996). Boylece lipid peroksidasyonu ilerlemeye devam eder. Hiicre
membranlarinda lipid peroksidasyonunun ilerleme tepkimeleri ile alkanlar, isoprostanlar ve

karbonil bilesikleri (MDA) gibi ¢ok ¢esitli yan iiriinler agiga ¢ikmaktadir (Ansari et al. 1989,



Djordjevic 2004). Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olusan ve biyolojik olarak aktif olan
aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangigtaki etki alanlarindan difiize
olup hiicrenin diger boliimlerine hasari yayarlar. Iki veya daha fazla ¢ift bag ihtiva eden yag
asitlerinin (Linoleik, linolenik ve arasidonik asitler) peroksidasyonunda tiyobarbitiirik asit ile
Olciilebilen malondialdehid (MDA)’in yaninda 4-hidroksi-2 nonenal (4-HNE) meydana gelir
(Bokov et al. 2004). MDA yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir indikatoriidiir ve lipid
peroksidasyonunun derecesiyle iyi uyum gosterir. MDA lipid peroksidasyonunun son iiriinii
olan bir aldehid (Sekil 1.2) olup oksidatif stresin derecesi ile orantili olarak miktar
artmaktadir (Suwalsky et al. 2001). Olusan MDA, hiicre zarlarindaki iyon alig-verisine etki
ederek zardaki bilesiklerin capraz baglanmasi, iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin

degismesi gibi olumsuz sonuclara neden olur.

Sekil 1.2 Lipid peroksidasyonu iiriinii MDA’ nin olusumu.

Lipid peroksidasyonu membranin akiskanligin1 degistirerek, bir veya iki degerlikli iyonlara
gecirgenligi arttirir ve membrana bagli enzimlerin ve reseptorlerin inaktivasyonuna neden
olur. Peroksidasyon tiim membran lipidlerinin yikimina yol agabilir. Proteolitik enzimler
iceren lizozomlarda membran yikimi ile bu enzimler hiicre i¢ine salinir ve aktivasyonlar ile

hiicresel hasar artar. Bu nedenlerle membranlarda meydana gelen lipid peroksidasyonunun



kontrol edilememesi membranlarin yap1 ve islevlerinde 6nemli degisimlere ve giderek hiicre

Olimiine neden olmaktadir (Djordjevic 2004).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organoklorlu ve organofosforlu (OP) pestisidler,
poliklorlu bifeniller ve bitkisel allelokimyasalarin da dahil oldugu diger ksenobiyotikler bu tip
oksidatif hasar ile 6nemli etkilere neden olmaktadirlar. Bu nedenle lipid peroksidasyonunun
Olciilmesi boyle bilesiklerin oksidatif etkilerinin degerlendirilmesinde indikator olarak
kullanilmaktadir (Valavanidis et al. 2006). Lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde
kullanilan en basit ve en yaygin yontem arakidonik asit ve diger coklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu ve arasidonik peroksitlerin parcalanma iiriinii olan aldehit tiirevi
MDA miktarinin belirlenmesidir (Spiteller 2001). Boceklerde de MDA miktarinin yiikselmesi
lipid peroksidasyonu seviyesinin onemli bir gostergesidir (Ahmad et al. 1995, Mano et al.
1995, Krishnan et al. 2009). Fitofaj bocekler i¢in, lipidler sadece hiicre membrani bileseni
degil, ayrica juvenil hormonlar ve feromonlar gibi diger fizyolojik fonksiyonlarda rol aldigi

icin, lipid peroksidasyonu ozellikle zararlidir (Downer 1985).

Lipid peroksidlerinin parcalanma iiriinleri zamanla hiicre hasar1 ile birlikte artarlar. Bu
triinlerin  klasik oOrnegi "lipofiissin" (lipofuscin) ve "ceroid" (doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan oksitlenmis coklu doymamis lipid pigmentleri)’dir. Bunlara
"kromolipidler" veya "yas pigmentleri" ad1 verilir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin amino asit,
protein, fosfolipid ve DNA'daki primer amino gruplar ile reaksiyonlar sonucu meydana
gelirler. Yasla birlikte lipofiissin sentezi artar ve memelilerde 6zellikle sinir sistemi, kalp ve

kas hiicreleri gibi postmitotik (b6liinmeyen) hiicrelerde birikir.

Diger taraftan oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarimin,
lipidlerdeki hasardan daha o6nemli oldugu one siiriilmektedir (Reznick and Packer 1994).
Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi
cesitli hiicresel fonksiyonlar1 etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal
proteinlerin, transport sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigi hiicresel olaylar oksidatif

protein hasarindan etkilenir (Hu 1994, Levine et al. 1994, Evans et al. 1999).

Oksidatif protein hasari, protein karbonil (PCO) diizeylerindeki artis (Hu 1994, Levine et al.
1994, Evans et al. 1999) ve protein tiol diizeylerindeki azalma (Takenaka et al. 1991, Bourdon

et al. 1999) ile karakterizedir. Reaktif oksijen tiirlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda



histidin, prolin, arjinin ve lizin gibi cok sayida amino asit kalintisinda ve/veya peptid
omurgasinda meydana gelen oksidatif hasar sonucunda PCO iiriinleri meydana gelir (Hu 1994,
Levine et al. 1994, Evans et al. 1999). PCO diizeylerinin saptanmasinin oksidatif protein
hasarin1 belirlemede duyarli bir yontem oldugu bildirilmektedir (Hu 1994, Levine et al. 1994,
Evans et al. 1999). Diger taraftan serbest radikaller proteinlerdeki tiol gruplarinin
oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina neden olur (Takenaka et al. 1991,

Bourdon et al. 1999).

Protein oksidasyonu, ROT (OH’, H,O, gibi) ile dogrudan veya oksidatif stresin sekonder
tiriinleri ile reaksiyonu sonucu dolayli olarak indiiklenen, proteinlerin kovalent modifikasyonu
olarak tanimlanmaktadir (Giilbahar 2007). Serbest radikallerin oksidan etkisi sonucu meydana
gelen oksidatif protein modifikasyonu ve bunun sonucu oksitlenmis proteinlerin fazla

miktarda birikmesi hiicre ve doku hasarina neden olur (Stadtman 1992, Dean et al. 1997).

Proteinler serbest radikal saldirilarina doymamis yag asitlerinden daha az duyarhdirlar. Cok
yogun bir saldirt olmadik¢a fazla hasar gormezler (Chesemann and Slater 1993). Protein,
gecis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglarsa, ge¢is metal iyonu H,O, ile reaksiyona girerek
OH’ radikalini olusturur. OH" radikali de hasar verici etkisini metal baglanma bdlgesinde
veya ona yakin bolgelerde meydana getirir. Proteinlere olan serbest radikal ataklar,

peroksitlerin ve karbonillerin olusumu ile sonuglanir.

Canlilarda oksijen bulunan bir ortamda cesitli fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen
radikalleri yapilabilir. Ozellikle oksijenin metabolize edildigi canlilarda 6nemli derisimlerde
radikal iiretimi gerceklesir. Oksijen radikalleri dig kaynakli (ekzojen) ve i¢ kaynakli (endojen)
olarak olusmaktadir. Normal metabolik olaylar sirasinda ara iiriin olarak olusabilmektedir. Bu
radikaller belirli seviyenin {izerine ¢iktig1 zaman canli i¢in ciddi tehlikeler olusturmaktadir.
Bu radikaller hiicre zarinin doymamis yag asitleri, protein bilesimi iizerine zarar vermektedir
(Halliwell 1994, Heinle and Betz 1994). Serbest radikallerin zar ile etkilestigi durumda
enzimler, hormonlar ve norotransmiter maddeler olumsuz yonde etkilenmektedir.
Ksenobiyotiklerin (bitkisel allelokimyasallar ve diger ksenobiyotikler) prooksidan etkilerine
ozellikle serbest oksijen radikallerine kars1i bdcekler kendilerini antioksidan sistemler ile
savunurlar (Felton and Duffey 1991, Felton and Summers 1995, Krishnan and Sehnal 2006).
Bocekler detoksifikasyon kapasitelerine bagl olarak serbest radikallerin zararli etkisinden

korunma yetenegine sahiptir (Vasseur and Leguille 2004). Omurgalilarda oldugu gibi



boceklerde serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu hasar1 Onleyen enzimatik ve
enzimatik olmayan savunma sistemleri vardir. Enzimatik sistemin baslicalar siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir (Ahmad et al. 1989, 1991, 2005 a, Ahmad 1992,
1995, Kono and Shishido 1992, Yu 2004, Krishnan and Kodrik 2006). Bunlarin yaninda,
Helicoverpa zea (Boddie, 1850) tiirlinlin larva evresinde antioksidan enzim askorbat
peroksidazin (APOX) (Mathews et al. 1997) ve Drosophila’da ise tiyoredoksin peroksidazin
(Missirlis et al. 2003) varlig tespit edilmistir. Enzimatik olmayan savunma sistemlerinin
baslica elemanlarn glutatyon, vitamin E (o-tokoferol), vitamin C (askorbik asit), melatonin,

karoten ve diger maddelerdir (Hermes-Lima et al. 1998).

SOD enzimi, siiperoksiti hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene parcalar. CuZn-SOD
enzimi hiicre sitoplazmasinda, lizozomlarda, mitokondrilerin i¢ ve dis zar1 arasinda ve
cekirdekte bulunmaktadir. Mn-SOD enzimi ise mitokondri matriksinde yerlesmistir (Mockett
et al. 1999). CAT ise olusan hidrojen peroksiti su ve molekiiler oksijene doniistiiriir. Bu
enzimlerin gorevi hiicreleri siiperoksit serbest radikallerinin zararh etkilerine kars1 korumaktir
(Parker et al. 2004). GPx omurgalilarda oksidan strese karsi en etkili antioksidan olup
hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerin indirgenmesini (rediiksiyon) katalizleyen, dort alt
birimden olusan (tetramer) ve 4 selenyum atomu iceren sitozolik bir enzimdir (Manduzio et
al. 2005). GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre
hasarina yol agmaktadir (Schaeffer and Stainer 1978, Ursini et al. 1982). GR ise oksitlenmis
glutatyonda (GSSG) olusan disiilfid baginin tekrar siilfidril yapisina indirgenerek daha sonraki

konjugasyon reaksiyonlari i¢in hiicreye indirgenmis glutatyon (GSH) saglar.

GST ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda onemli rol oynayan faz Il enzim sisteminin
onemli bir enzimidir (Sivori et al. 1997, Sheehan et al. 2001). Basta arasidonik asit ve
linolenik asitin (C18:3 A”'*") peroksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidler olmak iizere
lipid peroksidlerine karsi selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi (GSTPx) gostererek bir
antioksidan savunma mekanizmasi olusturur. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici
baglayici ve tasiyici rolleri vardir. Katalitik olarak ilag, herbisit ve insektisit gibi yabanci
maddeleri glutatyon (GSH, <y-glutamil-sistenil-glisin)’daki sisteine ait —SH grubu ile
baglayarak onlarin elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve tiriiniin daha fazla suda ¢oziiniir
hale gelmesini saglarlar (O'Brien and Tew 1996). Olusan bu GSH konjugatlari boylece

organizmadan atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar. GSH’dan glutamat ve glisinin



koparilmasindan sonra sisteinin serbest amino grubu asetillenerek merkaptiirik asidlere
donustiiriiliir. Ksenobiyotiklerin omurgalilardaki klasik atilim iriinleri olan bu merkaptiirik
asitler daha sonra safra ile atilirlar. Metabolize edilmeyen lipofilik-hidrofilik pek cok bilesigi
baglamalar1 ise bu enzimlerin hiicre i¢inde sinirli ¢oziiniirliiliige sahip molekiiller i¢in depo ve

tasima rolil iistlendigini gosterir.

GST enzimi ii¢ alt birimden olusan zara baglh mikrozomal enzim ve iki alt birimden olusan
dimerik sitoplazmik enzim olarak iki gruba ayrilir. Boceklerde sitoplazmik GST’lerin biiyiik
bolimii zeta, teta ve omega sinifina dahildir (Ranson et al. 2000). GST’nin bdceklerin
insektisitlere karg1 direng gelistirmelerinde 6nemli bir rolil vardir (Syvanen et al. 1996, Wei et
al. 2001, Hamimy et al. 2004). GST’ler boceklerde insektisitlerden korunmada rol alan
detoksifikasyon enzimlerinin biiyilk bir ailesidir (Yu 2004). Yiiksek GST aktivitesi,
insektisitlerin siddetli toksitesinin izlendigi cogu bocekte saptanmistir (Punzo 1993, Vontas et
al. 2001). GST ve GSH, reaktif tiirlerin konjugasyonu ve lipid peroksidasyon iiriinlerinin
detoksifikasyonu ile oksidatif zararm Onlenmesinde Onemli bir rol oynarlar (Singh et al.
2001). Musca domestica (Linnaeus, 1758)’da organofosforlu insektisitlere direngli
mutantlarin yliksek GST aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Zhou and Syvanen 1997).
GST, boceklerde insektisitlerin (Yu 1996) ve konak bitkilerden salinan allelokimyasallarin
(Wadleigh 1988, Yu 1993) metabolik detoksifikasyonunda, ROT’larin toksik etkilerinden
bocekleri korumada (Clark et al. 1985, Ahmad and Pardini 1990 a, Parkes et al. 1993, Zaman
et al. 1994, Vontas et al. 2001), aym zamanda prostaglandin ve bazi hormonlarin
biyosentezinde (Kanaoka et al. 2000) ve hiicre i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesinde
(Dulhunty et al. 2001) onemli role sahiptir. GSH, sahip oldugu siilfidril grubu ile oksidatif
hasar ve toksik maddelere karsi hiicreleri koruyan bol miktarda tiyol ihtiva eden, diisiik
molekiiler agirlikli bir maddedir. Organik hidroperoksitler kadar hidrojen peroksitin
indirgenmesini de katalizleyen selenyum bagimli glutatyon peroksidaz (Se-GPx) memeli
dokularinda bir anahtar antioksidan enzimdir. Boceklerde GPx’in selenyumdan bagimsiz tipi
bulunmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalarda lepidopter boceklerin ¢ogunun hidrojen peroksiti
uzaklastirmak (siiplirmek) icin ©nemli sayilabilecek derece selenyuma bagimli GPx
aktivitesine sahip olmadigini belirtilmistir (Ahmad et al. 1987, Ahmad and Pardini 1990 b).
Son calismalar Trichoplusia ni (Hiibner, 1803), Spodoptera eridania (Stoll, 1782), Papilio
polyxenes (Fabricius, 1775) gibi lepidopter tiirlerde GPx aktivitesinin diisiik de olsa
bulundugunu gostermistir (Ahmad et al. 2005 a,b). Bu boceklerde diisilk olan GPx

aktivitesinin GST’nin peroksidaz aktivitesi (GSTPx) tarafindan desteklenmekte oldugu
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(Ahmad et al. 1989, Peric-Mataruga et al. 1997, Krishnan and Sehnal 2006) ve katalaz
aktivitesinin de yiiksek oldugu bulunmustur. Katalaz enzimi sitoplazmada ve peroksizomlarda
bulunmakta olup H>O’yi oksijen ve suya parcalamaktadir (Wang et al. 2002). Boceklerin
sahip olduklar1 GST lipid peroksitleri metabolize edebilir fakat H,O,’ye kars1 reaktif degildir
(Ahmad et al. 1991, Ahmad 1992, Kono and Shishido 1992). Boceklerde katalaz diisiik
konsantrasyonlarda iken H,O,’yi rediikte etmekte basarisizdir (Ahmad et al. 1991, Felton and
Duffey 1991, Ahmad 1992). Bu nedenle bocekler peroksitleri giivenli bir diizeyde tutmak igin
farkli mekanizmalara sahiptir. Askorbat peroksidaz (APOX) boceklerde bulunan diger bir
dogal antioksidan enzimdir. Helicoverpa zea (Bod.) larvalarinda bu enzim askorbatin
oksidasyonu ile es zamanli olarak H,O,’yi enzimatik olmayan yollardan rediikte etmektedir
(Mathews et al. 1997). Boceklerde reaktif oksijen tiirevlerine karsi enzimatik antioksidan
savunma sistemleri tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerini de
icermektedir. Tiyoredoksin peroksidaz ve glutatyon peroksidaz (TPx ve GPx) substrat olarak
glutatyonu kullanir. Fonksiyonel bir GR’den yoksun olan meyve sinegi Drosophila
melanogaster (Meigen, 1830) glutatyonu indirgeme olayinda tiyoredoksin sistemini kullanilir

(Missirlis et al. 2003).

Baz1 calismalarda cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birkagc bocek tiiriiniin
biyolojik o0zelliklerinin iyilesmesi ve Omiir uzunlugundaki artisin, lipid peroksidasyonu
seviyesinin diigsmesi (Sestini et al. 1991) ve antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyona bagiml antioksidan enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesi
(Sohal et al. 1995 b, Bains et al. 1998, Sun et al. 2002) ile iliskili oldugu vurgulanmistir. Uzun
stire fenitrotiyona maruz birakilan lepidoptera takimina ait Spodoptera exigua (Hiibner) nin
erginlerinde artan SOD aktivitesi ile birlikte yasama oraninin ve omiir uzunlugunun arttig
gozlenmistir (Adamski et al. 2003). Biiyiikgiizel (2006) organofosforlu insektisitlerin
oldiiriici olmayan dozlarina kars1 bir adaptasyon tepkisi olarak Pimpla turionellae (Linnaeus,
1758) erginlerinde SOD aktivitesinin ve 6miir uzunlugunun arttigim gostermistir. Kimyasal
miicadelede kullanilan yeni insektisitlerin bocekler iizerindeki etkilerinin tespit edilmesinde
yagsama, gelisme, Omiir uzunlugu, yumurta verimi gibi biyolojik etkinlik parametrelerinin

yaninda biyokimyasal ve fizyolojik tepki mekanizmalarinin da iyi bilinmesi gerekmektedir.
Boceklerin ortabagirsak, hemolenf ve yag dokusunda ksantotoksin ve diger bazi bitkisel

allelokimyasallarin sebep oldugu oksidatif strese karsi enzimatik antioksidatif savunma

sisteminin énemi detayli olarak incelenmistir (Pritsos et al. 1991, Ahmad 1992, Bi and Felton
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1995, Felton and Summers 1995, Timmermann et al. 1999, Barbehenn and Stannard 2004,
Krishnan and Kodrik 2006). Boceklerde enzimatik antioksidatif savunma sistemi ile
calismalar daha cok fenolik maddeler (taninler, fenolik asit, flavonlar, lignin, gliseollin),
kinonlar ve furanokumarinler (ksantotoksin, izopimpinellin, angelisin) ile ilgili olup bu
konuda yapilan ¢alismalarin biiyiik bir ¢ogunlugu orta bagirsaktaki oksidatif ve antioksidatif
tepki lizerinde yogunlagsmistir (Lee and Berenbaum 1990, Brown et al. 2005, Barbehenn et al.
2005 a,b, 2006, 2008, Chen 2008). Bitki allelokimyasallar1 bitki-bocek tritrofik etkilesimi
incelemek ve bazi dokulardaki antioksidan diizeyi belirlemek icin kullanilan yapay besinlere
dogrudan ilave edilmektedir (Timmermann et al. 1999, Barbehenn et al. 2005 a,b). Diger
taraftan belirtilen parametrelerin bocegin yasama ve gelisimi ile iligkisini incelemek igin
lepidopter boceklerin bazilari dogrudan bu allelokimyasallarin kaynagi bitkiler ile dogal
olarak beslenmektedir (Lee and Berenbaum 1989, Aucoin et al. 1995, Barbehenn 2005,
Krishnan and Kodrik 2006). Bu sekonder metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlarda
boceklerin yasama, gelisme, viicut bilyiikliigii iizerinde olumsuz etkiler yaptig1r gézlenmistir.
Bocegin yasama ve gelisimi iizerine etkisiz olan konsantrasyonlarin iizerindeki yiiksek
konsantrasyonlarda ksantotoksin yasama oranim diisiirmiis, gelismeyi geciktirmis ve viicut
biiyiikligiinti azaltmistir (Chen 2008, Lampert et al. 2008). Furanokumarinlerin toksisitesi UV
15181 varliginda arttigi halde bu 15181n olmadigi durumlarda da adapte olmayan boceklerin
6lim oranim etkilemektedirler (Berenbaum 1978, 1995). Diger taraftan, ksantotoksinin farkli
konsantrasyonlar1 (% 0,87 ve 0,1 a/a) ile birlikte a-sipermetrine maruz kalan Heliothis zea
(Boddie, 1850) larvalarinda ksantotoksin tarafindan uyarilan P450 enzimi o-sipermetrine
karst direng olusturarak bocegin yasama oranini artirmistir (Li et al. 2000 a,b). Bitkisel
allelokimyasallar boceklerin biyolojisi {izerinde olumsuz etkiler gostermelerine ragmen
boceklerdeki etki mekanizmalar1 tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Bazi bitkisel sekonder
metabolitlerin bdcek larvalar1 orta bagirsak hiicreleri iizerinde Ooldiiriicii etkiye sahip
oldugunun gosterilmesi (Bernays et al. 1980, Barbehenn 2003) dikkatleri bitkisel kokenli
prooksidan maddelerin boceklerin larval evreleri diginda diger evrelerdeki etki

mekanizmasinin aydinlatmaya yonelik ¢calismalara yoneltmistir.

Ksantotoksin bir bitkisel allelokimyasal olup kuvvetli bir prooksidandir. Bu bitki prooksidani
DNA sentezini secici olarak inhibe eder. Aktivasyondan sonra DNA’nin guanin ve sitozin
bazlar ile ¢capraz baglar yaparlar. Yiiksek konsantrasyonlarda RNA ve protein sentezini de
baskilar. Bu sekonder metabolit Apiaceae ve Rutaceae familyasina ait cesitli bitki tiirlerinde

bulunan dogal olarak goriilen bir furanokumarin bilesigidir. Kumarin ana yapisindaki furan
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halkasinin yan gruplarimin konfiglirasyonuna bagli olarak diizlemsel ve agisal olarak
bulunurlar. Ksantotoksin metabolizmasi sonucunda superoksit radikali ve tekli oksijen gibi
ROT’lar1 olusturan bazi metabolitlere oksitlenir (Ahmad and Pardini 1990 b, Pritsos et al.
1990). Bocekler tarafindan bu maddelere kars1 davranmigsal, fiziksel ve biyokimyasal direng
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Biyokimyasal diren¢ mekanizmalan igerisinde CAT, SOD,
GR, GST gibi antioksidan veya detoksifikasyon enzimleri ile glutatyon, iirik asit gibi diisiik
molekiiler agirliga sahip antioksidan maddeler bulunmaktadir. Diger taraftan bir¢ok herbivor
bocekte furanokumarine direng gelistirmede birinci derecede sitokrom P450 mono-oksijenaz
enzimi etkilidir. Papilio (Lepidoptera: Papilionide) cinsine ait tiirlerin yakalsik % 75’1
furanokumarin igeren bitkiler ile etkilesim halindedir (Pritsos et al. 1990). Siyah kirlangic
kuyruklu bir kelebek tiirii Papilio polyenes (Linnaeus, 1758) biiyiilk oranda furanokumarin
iceren bitkiler ile beslenir. Bu bocekler tarafindan furanokumarinlerin metabolizmasi sitokrom

P450 mono-oksijenaz ile gerceklestirilir.

Herbivor boceklerin dahil oldugu tiim aerobik organizmalar yasamlar siiresince, siiperoksit
radikali (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) veya hidroksil radikali (OH") gibi reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) asir1 {iretiminden kaynaklanan oksidatif strese maruz kalmaktadir (Ahmad
and Pardini 1990 a). Metabolizmalar1 sirasinda kendi kendilerince oksitlenebilen molekiiller
ve oksidorediiktazlar gibi endojen ROT kaynaklari, ¢ekirdek, mitokondri ve mikrozom gibi
hiicre i¢i organeller icerisinde yer almaktadir (Barbehenn et al. 2003). Ayrica, herbivor
bocekler dogal ortamlarinda iizerinde beslendikleri konak bitkileri aracigiliyla, aktivasyona
baghh olarak ROT iireten bitki prooksidan bilesikleri (allelokimyasallar) gibi eksojen
kaynaklara da maruz kalir. Asetofenonlar, B-karbolin alkaloidler, furanokumarinler, tiyofenler,
poliasetilenler, flavonoidleri o-dihidroksifenoller ve kinonlar1 igeren bitki prooksidantlari,
bitki yiizeyinde veya epidermis ve mezofil gibi periferal dokular i¢inde bulunabilir (Downum
and Rodriquez 1986, Manach et al. 1996, Barbehenn et al. 2003, Roda et al. 2003). Bunlarin
bircogu fotokimyasal olarak aktive edilirken, sadece fenolik bilesikler ve kinonlar metabolik
aktivasyona maruz kalir. Fenoller (Ahmad and Pardini 1990 b), 6zellikle o-dihidroksifenoller,
stiperoksit radikalleri ve dolayisiyla hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerini olugturmak
icin molekiiler oksijenle tepkimeye girerek oksidasyon sonucunda reaktif semikinon
radikalleri iiretebilirler (Kalyanaraman et al. 1987, Ahmad 1992). Diger taraftan, fenolik
maddeler, yapilarina, konsantrasyonlarina ve ortamin fizikokimyasal sartlarina bagh olarak
hem prooksidan hem de antioksidan gibi davranabilir. /n vitro sartlarda quersetin ve

mirisetinin, sulu ortamda ve pH 7.4’te otooksidasyona ugrayarak ROT iiretebildigi
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gosterilmigtir (Laughton et al. 1989). Buna ek olarak, fenolik bilesiklerin, hidroksil radikalleri
tiretimini baglatabilen bakir veya demir gibi metaller iizerine selatlama etkisi vardir. Boylece
bazi durumlarda, muhtemelen patolojik olarak, baz1 o-dihidroksifenoller bir prooksidan gibi
rol oynayabilir (Manach et al. 1996). Herbivor boceklerde fenoliklerin oksidasyonu,
oksitleyici c¢evre, alkalin (bazik) pH veya polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (Px)
varliginda artirillabilir (Kalyanaraman et al. 1987).

Herbivorlar icerisinde konak bitkileri ile kimyasal etkilesimlerindeki oksidatif stres diizeyi ve
antioksidan mekanizma ile ilgili caligsmalarin ¢ogu, lepidopter larvalar gibi yaprak-¢igneyici
bocekler ve afitler gibi emici-delici agiza sahip bocekler (Lukasik and Golawska 2007)
izerine yogunlagsmistir ancak Pyralidae familyasina ait dogrudan bitkiler ile beslenmeyen
depolanmis iiriin zararlis1 giiveler icerisinde oksidan ve antioksidan sistem hakkinda az sey
bilinmektedir. Bu caligmada yapay besinler ile beslenen biiyilk bal mumu giivesinin
erginlerinde lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyesi ile detoksifikasyon enzimi
GST aktivitesi lizerine furanokumarin grubundan bir bitki prooksidan maddesi ksantotoksinin

laboratuar sartlarinda etkisi incelenmistir.

Ksantotoksinin bocegin yagama, gelisme ve ergin biyolojik ozellikleri ile metabolik faaliyetleri
tizerine etkilerinin arastirilmasi, boceklerin konak bitkiler ile etkilesiminin oksidatif ve antioksidatif
diizeyde anlagimas1 ig¢in de bir 151k olacaktir. Simdiye kadar ksantotoksinin besinsel
karisimlarimin - G. mellonella (L.) ve diger lepidopter boceklerin biyolojik ozellikleri
tizerindeki kalitatif ve kantitatif etkileri belirtilmemistir. Bu calismada yapay besine ilave
edilen farkli konsantrasyonlardaki ksantotoksinin G. mellonella (L.) *nin yumurtadan yeni
¢ikmig larvalarinin ergin evreye kadar yasama oranina, gelisme siiresine, esey oranina, erkek
ve disi Omiir uzunluguna, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi incelenmistir. Ayrica
bocegin yeni erginlesen bireylerinde lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyesini
gosteren sirasiyla MDA ve protein karbonil miktarn ile detoksifikasyon enzimi GST
aktivitesinde sebep oldugu degisimler de belirlenmistir. Boylece larval evrede besinle alinan
farkli konsantrasyonlardaki ksantotoksinin bocegin erginlerinde bazi biyolojik etkinlik
ozellikleri ilizerindeki etki mekanizmasinin oksidatif stres ile iligkisinin biyokimyasal ve

fizyolojik temelleri ortaya konmaya caligilmistir.
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BOLUM 2

GENEL BILGILER

Tarimsal savasim, bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden ekonomik olciiler
icinde korunmasi, iiriiniin ve kalitenin arttirilmasidir. Bu basit tanimdan da anlasilacag: gibi,
tarimsal savagimla, bir yandan iiriinii ve kalitesini arttirmak, bir yandan da ekonomik olmak
hedeflenmektedir. Bu amaca ulagabilmek icin, tarimsal savasimin entegre savas (entegre
zararli yOnetimi) goriisiine uygun olarak yiiriitiillmesi gerekmektedir. Entegre zararh
yonetiminden ise, tarimsal savasimda bilinen tiim yontemlerden yararlanan, insan ve gevre
sagligina olumsuz etkileri en az olanlarin uygulanmasina yonelik calismalar anlagilmaktadir.
Tarimsal savasim degisik yontemleri icermektedir. Bu yontemlerden birisi de tarim ilaglarinin
(pestisitlerin) kullanildigi kimyasal savasimdir. Her ne kadar kimyasal savasim tarimsal
savasimda bir yontem ise de, tiim savasim yontemleri arasinda en fazla kullanilanidir. Ciinkii
kimyasal savasim yiiksek etkililige sahiptir, hizli sonug¢ verir, bilingli ve kontrollii
kullanildiginda ekonomiktir ve iiriinii toksin salgilayan organizmalardan da koruyabilir (De
Waard et al. 1993). Kisaca Ozetlenen bu avantajlar, kimyasal savasimin modern bitki
korumada uygulanmasi gerekli bir yontem olma 6zelligini giiniimiizde de siirdiirmesinin en
onemli nedenidir. Ancak, pestisitlerin bilingsiz ve kontrolsiiz kullanimi sonucu, zararh
organizmalarda dayaniklilik olusturabilme, riskleri ve kalintilar yoluyla insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri kesinlikle goz ardi edilmemelidir. S6z konusu riskler nedeniyle,
ozellikle gelismis iilkelerde pestisitler daha bilingli ve kontrollii kullanilmaktadir. Bunu
saglayabilmek icin, 6rnegin AB iilkelerinde ve ABD’nde bircok yasa c¢ikarilmig, resmi
orgiitler kadar, sivil toplum orgiitleri de bu yonde s6z sahibi duruma gelmislerdir (Gullino and

Kuijpers 1994).

Zararl boceklerin kontrolii i¢in gelistirilen teknikler icerisinde, zirai miicadelede oncelikle,
dogal denge ve ekonomik zarar esigi goz Oniinde tutulur. Bitki korumada dogal dengeyi
bozmadan zararli populasyonlarini miimkiin oldugunca uzun siire ekonomik zarar seviyesinin
altinda tutmak temel ilkedir. Bu nedenle, zararlilarin bulagmalar1 veya ¢ogalmalarini 6nleyen,

dogal dengeyi bozmadan ve herhangi bir girdi kullanmadan zarar olusmasini Onleyen
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yontemler oncelikle uygulanmalidir. Ancak diinyada kimyasal miicadele, diger miicadele
yontemlerinden ¢ok daha fazla tercih edilen bir miicadele yontemi olmustur. Kisa siirede etki
gosteren, uygulamasi kolay olan kimyasallara, zararlilar ve hastaliklarla miicadelede tek
kurtarici olarak bakilmis ve uzun vadede cevreye yaptiklari geriye doniisiimsiiz olumsuz
etkileri ilk olarak 1962 yilunda Rachel Carson tarafindan “Sessiz ilkbahar” (Silent Spring)
adli kitapta anlatilmistir. Bu kitap biyologlara, ekologlara, arastirmacilara, ¢evrecilere vb.
bircok kesime ¢cok onemli mesajlar vermis ve bundan sonra da bu konudaki calismalara hiz
verilmistir. DDT nin kesfinden once, 1940’larin basina kadar zararlilar tarafindan iiriinde
meydana gelen kaybin diinya ortalamas1 %7 iken, 1980’lerin sonuna dogru iiriin kayb1 %13’e
yiikselmistir. Bu iirtin kaybindaki iki katlik artig, ilag devriminden sonra baslamis ve ayni
donem icinde ila¢ kullaniminda ise 12 katlik bir artis meydana gelmistir. ila¢ kullanimindaki
12 katlik artisa ragmen, iiriin kayiplarindaki bu artis, ilaglara dayanikliligin artmasindan, dogal
diigmanlarin ~ Oldiiriilmesinden, potansiyel zararlilarin ekonomik zararli durumuna
gecmesinden kaynaklanmistir. Bunlara, insan ve hayvan saghigimmin tehdit edilmesi, gida
maddelerindeki ila¢ kalintilari, ¢evre kirlenmesi, yiiksek ilag fiyatlari, ekonomik kayip vb. yan
etkiler de eklenince kimyasal miicadeleye alternatif ¢cevre dostu ve daha ucuz miicadele
yontemlerine gecilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu yontemler kanuni tedbirler, kiiltiirel
onlemler ve fiziksel miicadele yontemleridir. Koruyucu oOnlemlerin alinmasina karsin
zararlilarin sorun olmasi durumunda, ortaya ¢ikan zararlilara karsi mekaniksel, biyoteknolojik

ve biyolojik miicadele gibi ¢cevre dostu miicadele yontemleri uygulanmaktadir (Melan 2004).

Pestisitler insanlarda, akut ve kronik zehirlenmelere, kansere, alerjik reaksiyonlara, sinir
sisteminin tahribatina, 6grenme giicligii ve hafiza kaybina, insan organizmasi i¢in hayati
fonksiyonlar1 olan enzim dengelerinin bozulmasina, biyomolekiiler hasara, hiicre i¢ci DNA
molekiillerinde bozulmalara ve mutasyona neden olurlar. Sayilan tiim bu ve benzeri
olumsuzluklarindan dolayr kimyasal miicadele en son diisiiniilmesi gereken bir metot

olmalidir.

Ulkemizde ekonomik diizeyde 6nemli zararli olan tiim zararhilara karsi kullanilabilecek
miicadele yontemleri, Tarim ve Koyisleri Bakanlhig1 Zirai Miicadele Teknik Talimatlarinda yer
almaktadir. Bu teknik talimatlarda kimyasal miicadele hari¢, tiim zirai miicadele yontemleri
organik tarimda da uygulanabilir yontemlerdir. Bazi talimatlarda ise organik tarimda

kullamlabilecek ¢ok az sayida kimyasal miicadele tavsiyeleri de bulunmaktadir (Melan 2004).

16



Gelismis iilkelerde organik klorlu ve organik fosforlu insektisitlerin kesfinden dnce 1930-40
yillarinda, tarimsal zararlilarla miicadelede bitkisel kokenli insektisitlerin 6nemli oranlarda
kullanildigr kayithidir. 1939 yilinda ABD’de toplam pyrethrum ithali 5.400 ton iken 1990
yilinda bu miktar sadece 350 ton olmustur. Bitkisel kokenli insektisitler zamanla yerlerini
daha etkili, etki siireleri daha uzun sentetik insektisitlere birakmistir. Ayrica gelismis
ilkelerde sentetik insektisitler teknoloji sayesinde daha ucuz elde edilebilirler. Giiniimiizde
bitkisel kokenli insektisitler diinya pazarinin % 1’ini olugturmakta ve organik tarima yonelim

nedeniyle yillik satislar her sene % 10-15 oraninda artis gostermektedir.

Zirai miicadelede en c¢ok kullanilan metotlardan biri kimyasal insektisitlerdir. Bu insektisitler
bocekler iizerinde son derece etkili olup basarili sonuglar alinmasina ragmen kullanilan
kimyasal insektisitlerin memelilere ve diger canli gruplarina da toksik etki gOstermesi
bunlarin en 6nemli dezavantajidir. Bu yiizden bitkisel kokenli insektisitlere olan ilgi yeniden
onem kazanmis ve son yillarda organik tarimla birlikte bu konudaki ¢aligmalar da yogunluk

kazanmastir.

Dogal insektisitlerin ruhsat alabilmesi i¢in toksikolojik ve ekotoksikolojik incelemeler i¢in
100’den fazla 6zellesmis testten gegmesi gerekir ki bu isler yaklasik 10 yil siirmekte ve biiyiik
paralar harcanmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde ruhsat almis organik insektisitlerin sayisi

sentetiklere gore daha azdir.

Bitkisel kokenli dogal insektisitler bitkilerden cesitli yontemlerle elde edilen ve insektisit
ozelligi gosteren bilesiklerdir. Bu maddeler islenmemis bitkisel materyaller, bitki ekstraktlart
ve bitkilerden izole edilen saf bilesikler gibi formlarda olabilir. 2000’den fazla bitkinin
insektisit etkisinin var oldugu bilinmesine karsin pratikte yararlanilanlarin sayis1 ¢cok azdir.
Bunun nedenleri dogal kaynaklarin kisith olmasi, standardizasyon ve ruhsat almadaki
zorluklardir. Bitkisel kokenli insektisit olarak iizerinde en ¢ok caligsmalar yapilan bitki
Azadirachta indica’dan izole edilen azadiraktindir. Tropik ve subtropik bolgelerde yasayan
200’den fazla 1siric1 bocek tiiriine etkili oldugu tesbit edilmistir. Yararhlara ve sicakkanlilara
toksik etkisi bulunmamaktadir. Chrysanthemum cinerariaefolium’un ciceklerinden elde edilen
pretrum (pyrethrum) mevcut insektisitlerin i¢inde en eski ve en giivenilir olup halen genis
alanlarda kullanilan tek bitkisel kokenli insektisittir. Isiric1 ve emici boceklere karsi insektisit
etkilidir. Daha ¢ok depolanmuis iiriin ve ev zararlilarina karsi kullanilmaktadir. Pyrethrum’un

en biiyilk dezavantaji giin 1s18inda cabuk parcalanmasidir. Rotenon Amerika’da yetisen
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Lonchocarpus sp. (Fabaceae) ve Asya’da yetisen tropik bir bakla tiirii olan Derris sp.
(Fabaceae) ve Terphrosia sp. bitkilerinin koklerinden eksrakte edilerek kullanilmaktadir.
Boceklerde temas ve hemde mide zehiri olarak etki gosterir ve genelde yaprakla beslenen
Lepidoptera takimina ait tiirlerin larvalarma karsi miicadelede kullanilir. Baliklara son
derecede toksik oldugu saptanmistir. Nicotiana tabacum ve diger Nicotiana tiirlerinin
yapraklarindan cesitli metotlarla ekstrakte edilen nikotin Avrupa’da 1950’li yillardan beri
kullanilmaktadir. Tiitiin yapraklarinin sulu ekstrakti zararli boceklere karsi kontakt etki
gosterir. Daha ¢ok afitler ve diger yumusak viicutlu boceklere karst1 miicadelede
kullanilmaktadir. Sicakkanlilara son derece toksik olan nikotini kullanirken dikkat edilmelidir.
Ryania Giiney Amerika kokenli Ryania speciosa adli bitkinin kok, yaprak ve govdesinden
eksrakte edilmekte ve Lepidoptera larvalarina temas ve mide zehiri etkisi gostermektedir
Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796), Cydia pomonella (Linnaeus, 1758), Dacus dorsalis
(Hendel, 1912) ve Heliothis zea (Bod.) gibi zararlilara insektisit ve uzaklastirici (repellent)
etkisinin oldugu saptanmistir. Ancak memelilere yiiksek toksisitesi yiiziinden kullanimi
kisitlanmistir. Quassin adi verilen Quassine armara (Aci agac) adli bitkinin gévdesinden elde
edilen ekstrakt meyvecilikte unlu bitlere ve testereli arilara karsi insektisit ve repellent olarak
kullanilir (75g bitki / 1 It su icinde 24 saat 1slatilir, kaynatilir, arap sabunu konur ve
sogutulur). Schoenocaulon officinale bitkisinin tohumundan elde edilen sabadilla ad1 verilen
eksrakt Heteroptera takimina ait zararhilarda kullanmilmakla birlikte Cydia pomonella
(Linnaeus, 1758), Ostrinia nubilalis (Hubn.), Thrips tabaci (Lindeman, 1889) ve Empoasca
spp. gibi zararhilara karsi insektisit etkisi gostermektedir. Balarilarina toksisitesi yiiksek

oldugundan kullanilirken dikkat edilmelidir (Melan 2004).

Ksantotoksin Apiaceae ve Rutaceae familyasina ait cesitli bitki tiirlerinde bulunan dogal
olarak goriilen bir furanokumarin bilesigidir. Kumarin ana yapisindaki furan halkasinin yan
gruplarinin konfigiirasyonuna bagl olarak diizlemsel ve acisal olarak bulunurlar. Ksantotoksin
metabolizmas1 sonucunda superoksit radikali ve tekli oksijen gibi ROT’lar1 olusturan bazi

metabolitlere oksitlenir (Ahmad and Pardini 1990 b, Pritsos et al. 1990).

G. mellonella (L.)’nin 6zellikle larva evreleri ar1 kovanlarinin 6nemli zararlisidir. Aricilik
sektoriinde her yil ©Onemli derecede ekonomik kayba yol acmaktadir. Genelde bazi
mevsimlerde ¢ok fazla cogalarak istila ettigi kovanlardaki bal, bal mumu ve arilara zarar
vererek ve sonucta arilarin biiyiikk boliimiinii 6ldiirebilmektedir. Bocek larval evrelerde

kovandaki bal ve bal mumu veya depolanmis iiriinler ile beslenerek kayba sebep olmakta son
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evre (7. larval evre) larvalarina dogru zarar gittikce artmaktadir. Bal arilarmin bitkilerden
nektar toplamasi sirasinda bitki allelokimyasallari ile kontamine olmasi sonucu G. mellonella
(L.) larvalar1 bu gii¢lii prooksidan maddeler ile karsilagabilmektedir. Bdylece dolayli besinsel
etkilesimin (trofik) antioksidan savunma sistemini ele alarak incelenmesi zararli boceklerin
miicadelesinde yeni teknik ve yaklasimlar belirlemek acisindan yararli olabilecegi gibi
boceklerin gevreleri, besinleri ve konaklar1 ile ekolojik iligkilerinin anlagilmasin
saglayacaktir. Bu caligma ayrica bitkisel kokenli insektisitlerin tarimsal miicadelede kullanim

oranimin artirtlmasinda 6nemli olacaktir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 GALLERIA MELLONELIA L. KULTURUNUN DEVAMI

Biiyiik bal mumu giivesi Gallaria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) pup ve erginleri
Zonguldak ve cevresindeki aricilardan temin edildi ve boliimiimiiz laboratuvarinda
yumurtadan yeni ¢ikmig larvalar yapay besinde yetistirilerek stok kiiltiir olusturuldu. Bocek
kiiltiiriiniin devam1 yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarin yar sentetik besinde (Bronskill 1961)
aseptik olmayan sartlarda beslenilmesi ile saglandi. Deneylerde bocek tarafindan birakilan
yumurtalardan yeni ¢ikmis larvalar (birinci evre) kullanildi. Kiiltiir 28 + 2 °C ve % 65+ 5
bagil neme ayarl bir inkiibatdrde (Niive, EN 500) ve giin boyu devamli karanlikta yiiriitiildii.

G. mellonella (L.) larvalarin1 laboratuvar sartlarinda yetistirmek icin Bronskill (1961)
tarafindan gelistirilen 6giitiilmiis koyu renkli eski bal petegi (kulucka petegi) iceren yapay
besin kullanmildi. G. mellonella (L.) kiiltiiriiniin devami icin kullanilan bu besin aym1 zamanda
ksantotoksinin bocek iizerindeki etkisini incelemek amaciyla yiiriitiilen beslenme deneylerinde
de kontrol besini olarak kullanildi. Besin, 420 g bugday kepegi, 150 ml siizme bal, 150 ml
gliserin (Merck, Darmstadt, Germany), 20 g &giitiilmiis koyu renkli eski petek ve 30 ml saf
sudan olusmaktadir. Besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir kap icerisinde
karistirild1 ve karistirici ile homojen bir karisim olusturuldu. Bu karigim sivi bilesenlerin kati
bilesenler tarafindan tam olarak emilebilmesi i¢in 24 saat bekletildi. Hazirlanan besin bir
litrelik cam kavanozlarin (80x180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar dolduruldu. Kavanozun igine
konulacak disilerin yumurta birakmasi ve yeni agilan larvalarin beslenmesi i¢in besinin
tizerine kiiciik bir parca bal petegi birakildi (Ortel 1995). Bu kavanozlarin i¢ine 10-15 adet
disi birakilarak agizlan tel kafes yerlestirilmis kapak ile kapatildi. Yaklagik 25-30 giin sonra
gelisimlerini tamamlayan olgunlasan larvalar (7. evre) pup olmalar i¢in diger bir kavanoza
aktarildi. Bu kavanozun icine, larvalarin pup olmalar1 icin kuru ortam saglamak {iizere,

katlanmis pelur kagit parcalar1 birakildi (Campos et al. 1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8
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giin sonra ergin bireyler meydana geldi. Bu erginlerin biiyiik bir cogunlugu bocek kiiltiiriiniin
devami, baz1 erginler ise ksantotoksinin farkli konsantrasyonlarinin etkisi ile ilgili beslenme

calismalart i¢in gerekli yumurtalarin elde edilmesinde kullanildi.

3.2 KSANTOTOKSININ DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen ksantotoksinin belirli bir miktar1 (8-Methoxypsoralen, toz, % 982,
C2HgOy4) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan satin alinarak Cek Cumhuriyeti
Masaryk Universitesi Hayvan Fizyolojisi ve Immiinolojisi Boliimiinden Dr. Pavel Hyrsl
tarafindan hediye edildi. Ksantotoksinin besine ilave edilmesi ile yiiriitilen beslenme
deneylerinde denenen miktarlarin konsantrasyonu 100 g besin basma gram (%) olarak ifade
edildi. Ksantotoksin suda c¢oziildiigii i¢in bu miktarlar, besinin hazirlanmasi sirasinda
dogrudan besine ilave edildi. Kontrol besini (ksantotoksin icermeyen) hari¢ ksantotoksinin
G. mellonella (L.) icin 0,001, 0,005, 0,1 g olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonu denendi.
Kontrol deneylerinde ise yalnizca ksantotoksin icermeyen besin kullanildi. Bu calismada
denenecek ksantotoksin konsantrasyonlari tarimsal yoniinden zararli Lepidoptera takimina ait
bazi bocek tiirleri (Timmerman et al. 1999) ve Galleria mellonella (L.) (Biiyiikgiizel et al.
2010) ile yapilan onceki beslenme caligmalar temel alinarak belirlenmistir. Bu ¢alismalarin
151g¢inda, denenecek konsantrasyonlarin araligini belirlemek amaciyla 6n beslenme deneyleri
yapildi. Boceklerin ergin evreye kadar gelisimini tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklar
belirlendi. Ksantotoksinin G. mellonella (L.) iizerindeki konsantrasyonlar1 belirlenerek
bocegin 7. evre larvalarinin hemolenf MDA ve protein karbonil miktarlan ile antioksidan
enzimler SOD, CAT, GST ve GPx aktivitesine etkisi onceki bir calismamizda (Biiyiikgiizel et
al. 2010) incelenmistir. Bu ¢alismada bocegin yasama, gelisme, esey orani, erkek ve disi ergin
Omiir uzunlugu, yumurta verimi, yumurtalarin agilma orani, yeni erginlesen bireylerin MDA
ve protein karbonil miktar1 ile GST aktivitesi {izerine etkilerinin incelenmesinde daha 6nce

calisilan ksantotoksin konsantrasyonlar1 aynen kullanilmistir.

3.3 LARVALARIN ELDE EDIiLMESIi

Beslenme deneylerinde kullanilacak G. mellonella (L.) larvalari, kapakli, 30 ml’lik genis
agizli, vida kapakli bir plastik kabin (ORLAB, L190030, 35x55 mm) i¢ yiizeyine disiler
tarafindan birakilan yumurtalarin acilmasi ile elde edildi. Bunun icin 2-3 disi birey, delikli

kapaklar1 olan bu plastik kaplara konuldu ve yumurta birakmalar1 igin stok kiiltiiriin devam
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ettirildigi ortam kosullarinda bekletildi. Birakilan yumurtalar yine ayni ortam sartlarinda
bekletilerek acilmasi saglandi. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin kagmasimi Onlemek icin
caydiric1 olarak kabin kapaga yakin i¢ yiizeyine yaklasitk 1 cm kadar genislikte gliserin
stiriildii. Yumurtalarin agilmasi ile serbest kalan larvalar, yumusak ug¢lu ve ucu gliserine
batirilarak nemlendirilmis bir firca (No: 0, Goya Toray) ile i¢lerinde 200 g besin bulunan tel
kafesli metal kapakli orta boy cam kavanozlara (60 x120mm) birakildi.

Bu sekilde larvalar tarafindan dogrudan besin araciligiyla alinan ksantotoksin karigimlarinin
bocegin yasama, gelisme, esey orani, erkek ve disi ergin émiir uzunlugu, yumurta verimi,
yumurtalarin agilma orani, yeni erginlesen bireylerin MDA ve protein karbonil miktar ile

GST aktivitesi uizerine etkileri incelendi.

3.4 YASAMA, GELiSME, ESEY ORANI VE ERGIN OMUR UZUNLUGU iLE iLGIiLi
BESLENME DENEYLERIi

Farkli konsantrasyonlarda ksantotoksinin ergin evreye kadar G. mellonella (L.)’nin yasama
oranina ve gelisme siiresine etkisini incelemek i¢in 6giitiilmiis koyu renkli bal petegi iceren
Bronskill’in (1961) yapay besini kullanildi. Ksantotoksinin denenen miktarlart % (100 g
besine g ksantotoksin) olarak hesaplanip gerekli miktarlar1 besinlerin hazirlanmasi sirasinda
ilave edilerek homojen olarak karigmas1 saglandi. Daha sonra kontrol besinleri ve
ksantotoksini iceren diger besinler uygun besin kaplarina (Cam kavanozlar, 60 x120 mm)
taksim edildi. Her bir besin icin 20 larva kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi.
Larvalar farkli konsantrasyonlarda ksantotoksin iceren besinlere birakildiktan sonra
gelisimlerini tamamlayan olgun G. mellonella (L.) larvalar (7. evre larvalar) alinarak pup
olmak iizere 30 ml’'lik plastik ornek kaplarina (ORLAB, L190030, 35x55 mm) her kapta bir
larva olacak sekilde birakildi. Bu kaplarin igerisine larvalarin pup olmasi i¢in ortam saglamak
izere katlanmis, ince pelur kagit birakildi. Son larva evresine ulagan larvalarin orani ile her
bir larvanin 1. larva evresinden itibaren son larval evreye ulagsmasi i¢in gecen siire (giin)
kaydedildi. Pup olan bireylerin orani, 1. larva evresinden itibaren pup olma siireleri (giin) ile
bu puplardan erginlesen bireylerin orani ve ergin olma siireleri (giin) ile erginlesen bireylerin
erkek ve disi oran1 belirlendi. Denemede kullanilan erginlerin esey ayrimi, erginlerinin viicut

biiyiikliigiine ve abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya gore yapildi.
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Farkli konsantrasyonlarda ksantotoksinin erkek ve disi ergin bireylerin yasama siiresine (omiir
uzunlugu) etkisini belirlemek icin yumurtadan yeni ¢ikmis G. mellonella (L.) larvalarn
ksantotoksinin denenen miktarlarini iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her
bir deney ic¢in 10 adet ergin kullanild1 ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Erginlesen bireyler
30 ml’lik, genis agizl, seffaf, delikli kapakl plastik kaplara (ORLAB, L.190030, 35x55 mm)
birer adet birakildi. G. mellonella (L.) erginleri besin almadig1 i¢in deney siiresince herhangi
bir besin verilmedi. Bu erginler stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda birakildi.
Erginler, her giin belirli saatte kontrol edilerek en son erginin Olimiine kadar her erginin

yasama siiresi belirlendi.

3.5 DISILERIN YUMURTA VERIMi VE ACILMA ORANI iLE ILGILi DENEYLER

Farkli konsantrasyonlarda ksantotoksinin sentetik besinle yetistirilen G. mellonella (L.)
disilerinin yumurta verimine etkisini incelemek i¢cin yumurtadan yeni ¢ikan larvalar bu bitki
allelokimyasalinin farkli miktarlarini iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Bu
amagcla yeni erginlesmis ve dollenmemis bir giinliik disiler kullanildi. G. mellonella disileri
genis agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her kapta bir adet disi olacak
sekilde birakildi. G. mellonella (L.)’nin erginleri besin almadig (Charriere and Imdorf 1997)
icin bu disilere yumurta birakma siiresi igerisinde herhangi bir besin verilmedi. Disiler
tarafindan birakilan yumurtalar siyah bir zemin {izerine konulan petri kutusu icinde sayildi.
Yapilan 6n denemeler erginlesen disilerin ilk 48 saat i¢inde yumurtalarimin ¢ogunlugunu
biraktigini gostermistir. Bu yiizden ilk iki giin i¢inde birakilan yumurtalar sayilarak agilmasi
icin stok kiiltiirtin devam ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Yumurta iiretimi, bir giinde
disi basina birakilan yumurta sayis1 ele alinarak degerlendirildi ve disinin verimliligi olarak
ifade edildi. Her giin agilan larvalar yine siyah bir zemin iizerinde sayilarak ortalama sayisi
kaydedildi ve yumurtalari acilma oram (fertilite) tespit edildi. Kontrol ve ksantotoksinin her
bir konsantrasyonu i¢in 10 adet disi kullanild1 ve deneyler dort defa tekrarlandi. Yumurta

birakmayi 6nleyici indeks (YOI) ayrica Riba et al.’e (2003) gore hesaplandi.

YOI = (B ksantotoksin icermeyen — B ksantotoksin igeren) / (B ksantotoksin icermeyen +B ksantotoksin igeren)

B santotoksin icermeyen KSantotoksin igermeyen besinlerde yetistirilen erginlerin biraktigi yumurta
say1sint, B ksanioroksin iceren Ksantotoksin igeren besinlerde yetistirilen erginlerin biraktig1 yumurta

sayisini gostermektedir. Bu indeks (YOI ) yumurta birakma iizerinde 6nleyici etki olmadigini
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gosteren “sifir” ile yumurta birakilma davraniginin tamamen Onlendigini gosteren yaklasik “1”

rakamlar arasindadir.

Kontrol ve ksantotoksin konsantrasyonlarinin G. mellonella (L.) iizerindeki etkisinin
aragtirnldigi deneylerin hepsinde larvalarin asilandigi besin kaplar1 ve olgun larvalarin pup
olmalar1 i¢in hazirlanan kaplar kisa bir giinliik inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak
karanlikta tutuldu. Besinin hazirlanmasi ve larvalarin asilanmasi hari¢ beslenme deneylerinin
timii boceklerin stok kiiltiiriiniin yetistirildigi sartlarda yiiriitiildii. Besinin hazirlanmasi,
yumurtalarin elde edilmesi, bu yumurtalardan c¢ikan larvalarin besine agilanmasi islemleri
tamamen aseptik olmayan sartlarda yapildi (icen et al. 2005, Biiyiikgiizel et al. 2007,
Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Bu islemlerin uygulanmasinda Laing ve Hagen’in (1970)
meyve giivesi Grapholitha molesta (Busck, 1916) ile Campos et al.’in (1990) misir kurdu
Ostrinia nubilalis (Hubn.) icin kullandig1 yontemler temel alind1 ve bir Olciide degistirilerek
uygulandi. Bir¢ok lepidopter tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella (L.)
larvalarinin da ilk evrelerinde besin ortaminda 6liim oraninin yiiksek oldugu, 6len larvalarin
iclerinin bosalarak kurudugu ve goz ile goriillemedigi icin besine asilanan her bir larvanin
olgun evreye ulasincaya kadar giinliik olarak takip edilmesi miimkiin olamamistir (Zalucki et
al. 2002). Bu yiizden farkli evrelerdeki yasama orani tespit edilirken deney siiresince yasayan

larva sayisi olarak, besine baslangicta asilanan larvalarin sayis1 dikkate alindi.

3.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MIiKTARI VE GST AKTiVIiTE OLCUMU

Farkli konsantrasyonlarda ksantotoksin iceren besinler ile yetistirilen G. mellonella ergin
bireylerdeki lipid peroksidasyon iiriinii MDA ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil
miktarlar1 ve GST aktivitesi ol¢iildii. Deneyler her bir tekrarda 10 adet yeni erginlesmis birey
kullanilarak dorder defa tekrarlandi. G. mellonella (L.) erginleri homojenizasyon tamponu [%
1,15’1ik potasyum kloriir (KCL) w/v, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,4), 5 mM
etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 2 mM
ditiyotreitol (DTT), pH: 7.,4)] bulunan bir ependorf tiipe alindi. Muhtemel fenol oksidaz
aktifligini 6nlemek i¢in tiiplere birkag feniltiyoiire kristali konuldu. Erginler analiz yapilincaya
kadar derin dondurucuda (-80 OC) saklandi.
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3.6.1 Malondialdehid (MDA)

Jain ve Levine’in (1995) kullandig1 metod temel alinarak 532 nm’de tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA miktar1 olciildii. Erginler %
1,15’1ik KCl ile ultrasonik homojenizator (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin,
Germany) ile parcalandi. Homojenize edilen 6rneklere pH 7,4 olan fosfat tamponu (18 mM
NaCl, 18 mM Na,HPQO,), 0,04 M butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk triklorasetik
asit (TCA)] eklenerek 2 saat buzun igerisinde bekletildikten sonra 4 °C’de, 2000 x g devirde
15 dakika santrifiij edildi. Tiiplerden alinan iist siviya 0,1 M EDTA ve % 1’lik TBA ilave
edilerek kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi, daha sonra spektrofotometrede
(Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbans1 okundu. MDA miktar1 1,56 x

10> M'em™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.
3.6.2 Protein Karbonil

Protein karbonil tayini Levine et al.’in (1994) metodu temel alinip bir dlciide degistirilerek
(Krishnan and Kodrik 2006) kuvvetli asit ortamda proteinlerdeki karbonil gruplarinin 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar1 kararli bilesik 2,4-dinitrofenilhidrazonun 370
nm’de miktar1 dlgiildii. Ornekler, homojenizasyon tamponunda [% 1,15°lik potasyum kloriir
(KCL) w/v, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,4), 5 mM etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4)]
ultrasonik homojenizator (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin, Germany) ile +
4 °C’de parcalandi. Elde edilen oziit + 4 °C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij (Hettich
Zentrifugen, Mikro 200 R sogutmali santrifiij) edildi. Ust siv1 alinip % 10’luk streptomisin
siilfat ilave edilerek + 37 °C’de 15 dk benmaride bekletildi. Daha sonra 8000 x g’de + 4 °C’de
santrifiij edilerek niikleik asitler ¢oktiiriildii. Ust sividan 200 pl alinarak iizerine 800 ul 10
mM 2.4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) eklendi. Oda 1sisinda bir saat veya benmaride + 37
°C’de 15 dk belirli arahiklar ile calkalamak suretiyle beklendi. Daha sonra tiiplere 700 ul %
20’lik trikloroasetik asit ilave edilerek buz iizerinde 10 dk bekletildikten sonra + 4 °C’de
10000 x g’de 10 dk santrifiij edildi. Boylece olusan 2,4-dinitrofenilhidrazon bilesikleri
coktiiriildii. Ust s1v1 atilarak ¢okiintii iizerine 1:1 oraninda 1 ml etanol:etil asetat karisimu ilave
edildi ve vorteks ile yavasca homojenize edildi. Bu islem 3 defa tekrarlanip her defasinda
10000 x g’de + 4 °C’de santrifiij edilerek iist s1v1 atildi. En son santrifiijleme isleminden sonra

cokiintii tizerine 2 ml 6 M guanidin hidrokloriir ilave edilerek iyice + 37 °C’de 10 dk (oda
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1sisinda 45 dk) karistirllmak suretiyle cokiintii ¢oziildii. Bu homojen ¢ozeltiden 150 pl
alinarak toplam protein analizinde kullanildi. Karisimin diger boliimii ¢éziinmeyen kaba
partikiillerin ¢okmesi icin 10000 x g’de 10 dk + 4 °C’de santrifiij edildi. Ust sivinin
absorbanst 370 nm’de kor tiipe karsi spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto,
Japan) okunarak protein karbonil miktar1 22,000 M em™ kat sayisi kullanilarak nmol/mg

protein olarak verildi.

Protein karbonil analizi yapilan orneklerdeki toplam protein tayini icin 6 M guanidin
hidrokloriir ile ¢oziilen ¢okiintiiden alinan 150 pl karisim 1350 pl guanidin hidrokloriir ile
1:10 oraninda sulandirildi. Ornegin absorbans1 280 nm’de &l¢iildii. 6 M guanidin hidrokloriir
ile hazirlanan Bovin serum albumin (BSA) standart cozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile

standart grafik olusturularak toplam protein miktar1 bu grafige gore hesaplandi.

3.6.3 Glutatyon S-transferaz (GST)

Ornekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin,
Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edildi. Enzim inaktivasyonunun Onlenmesi ig¢in
homojenizasyon dahil tiim islevler buz ile saglanan soguk ortamda yapildi. Homojenize edilen
ornekler, +4 °C’de 16000 x g devirde sogutmali santrifiijde 20 dakika santrifiij edildi.
Cokiintii atilarak st sivilar GST aktivitesinin Ol¢iimiinde kullanildi. GST aktivitesinin
Olciimiinde Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi. GST’nin biitiin
izozimleri i¢in 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) yaygin bir substrattir. CDNB 340 nm’de
yiikselen absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST enzimi i¢in substrat
olarak kullanildi. Bu enzimin aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50
mM fosfat tamponu, 200 pl 20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant ilave edildi.
Enzimatik reaksiyon bu karigtma 150 pl 25 mM CDNB eklenerek baslatildi ve 2 dakika
boyunca yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de
(e340: 0,0096 pM.cm_l) slipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak 6lciildii ve enzimin spesifik aktivitesi nmol/mg protein/dk

olarak verildi.

GSH + ksenobiyotik --------- ksenobiyotik — GSH konjugasyonu
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Erginlerden elde edilen siipernatanttan enzimlerin spesifik aktifligini hesaplamak ve MDA
miktari1 mg protein basina vermek i¢in ¢Oziiniir toplam protein tayini yapildi. Bu amagla
orneklerin absorbansi spektrofotometrede 600 nm’de Folin-Lowry (Lowry et al. 1951)
metoduna gore Olciilerek total protein miktar1 tespit edildi. Bu hesaplamay1 yapmak ig¢in
oncelikle farkli konsantrasyonlarda standart protein olarak, bovin serum albumini (BSA)
cozeltileri hazirland1 ve bir standart grafik olusturuldu. Total protein miktarlar1 bu standart

grafige gore hesaplandi.

3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Ksantotoksinin farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella (L.)’min yasama ve gelisimi
tizerindeki etkileri olgun larva (7. evre), pup ve ergin evresine ulasan bireylerin yiizdesi ve bu
evrelere ulasmak i¢in gecen ortalama siire (giin) dikkate alinarak degerlendirildi. Ergin esey
oranina etkisi erginlesen erkek ve disi bireylerin yiizdesi dikkate alinarak degerlendirildi.
Ergin bireylerin omiir uzunlugu siiresine etkisi erginlesen bireylerin hayatta kaldiklar giin
olarak ortalama siire (Omiir uzunlugu) belirlenerek degerlendirildi. Disilerin verimliligi
tizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde ise birakilan yumurta sayis1 ve acilma orani dikkate
alindi. Farkli konsantrasyonlarda ksantotoksinin bocegin detoksifikasyon kapasitesine, lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise
ergin bireylerde GST enzimi ile lipid peroksidasyonu iiriinlerinden MDA ve protein
oksidasyonu {irlinlerinden protein karbonil miktarindaki degisimler dikkate alindi. Erginlerin
Omiir siiresi ve disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin acilma orani, erginlerin tiim viicut
MDA, protein karbonil miktarlar1 ve GST aktivitesi ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde
tek yonli “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar arasindaki farkin énemini
saptamak icin “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve esey oram ile ilgili verilerin
degerlendirilmesinde ise “X2 (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1989) kullanildi.

Ortalamalarin dnemi 0,05 olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 KSANTOTOKSININ G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA, GELiSME
VE ESEY ORANINA ETKIiSi

Ksantotoksin icermeyen kontrol besine gore ksantotoksinin denenen konsantrasyonlarini
iceren besinler 7. evreye ulasan larva oranini, pup ve ergin olma oranim 6nemli derecede
digiirmiistiir. Kontrol besininde % 77,7 + 1,96 oraninda ergin edilmesine ragmen % 0,1
oraninda ksantotoksin iceren besin bu orant % 11,0 £ 0,00’e indirmistir. Ksantotoksinin bu
besinsel oran1 7. evreye ve pup evresine ulagmak icin gereken siireyi ortalama 6 giin
geciktirmesine ragmen kontrole gore istatistiksel olarak onemli bir fark ortaya ¢ikmamistir.
Buna karsilik ksantotoksinin bu orani ergin evreye ulagma siiresini ortalama 10 giin siire ile
onemli derecede uzatmistir. Ksantoksinin % 0,005’lik konsantrasyonu, % 0,001’lik
ksantotoksin konsantrasyonuna gore 7. evreye ulagan larva oranini ve pup olma oranini
istatistiksel olarak dnemli olmayan derecede artirmis ancak denenen en yiiksek ksantotoksin

konsantrasyonu tekrar bu yasama oranlarim diistirmiistiir (Cizelge 4.1).

Ksantotoksin igcermeyen kontrol besininden % 77,7 + 1,96 oraninda ergin elde edilmis olup bu
erginlerin % 50,0 + 0,001 erkek, % 27,7 £ 1,96’s1 disidir. Ksantotoksinin denenen
konsantrasyonlarint igeren besinler hem erkek hem de disi birey oranim1 6nemli derecede
diigiirmiislerdir. Ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonu olan % 0,1’ini iceren besin erkek

ve disi oranim1 % 5,5 + 0,00’e diisiirmiistiir (Cizelge 4.1).

29



0¢

Cizelge 4.1 Ksantotoksinin G. mellonella larvalarinin yasama, gelisme ve esey oranina etkisi.

7.evreye ulasan 7.evreye ulasma  Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma Esey oran1 (%)
Ksantotoksin larva orani (%) siiresi (giin) orani (%) siiresi (giin) orani (%) stiresi (giin) Erkek Disi
) O £SH'  (O'+SHY (O’ +SH) (Or'+SH) (Ot + SH (Or'+SH) (Ot £SH' (Ort +SH)'
0,000 81,8 +2,30a 34,7 £2,45a 79,1 £3,0la 40,8+238a 77,7+196a 476+249 50,0+£0,00a 27,7+ 1,96a
0,001 30,5 +3,08b 35,7 +2,09a 26,3+£3,59b 42,0+273a 249+4,15b 47,8+3,15a 18,0+£3,01b 6,9 + 1,21b
0,005 34,6 £ 1,21b 384+231la 29,1 £1,16b 469+253a 249+3,09b 545+342a 15,2+4,10b 9,7+ 1,21b
0,1 12,4 £1,21c 39,3 £3,59 124+1,21c  455+3,776a 11,0+£0,00c 58,8 +227ab  5,5+0,00bc 5,5+0,00b

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

i Ayni siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (x2 testi, LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Ksantotoksin icermeyen).



4.2 KSANTOTOKSININ G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGU, YUMURTA
VERIMI VE ACILMA ORANINA ETKIiSi

Ksantotoksin icermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda ksantotoksinin denenen
konsantrasyonlarini iceren besinler erkek erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde 6nemli derecede
etkili olmamistir. Ksantotoksinin % 0,001 ve 0,005’lik konsantrasyonlart disilerin Omiir
uzunlugunda kontrol grubuna gore kisalmaya neden olsalarda bu etki istatistiksel olarak
onemli olmamistir. Ksantotoksinin denenen en yiiksek konsantrasyonu (% 0,1) disilerin omiir
uzunlugunu 10,4 + 0,43 giinden 5,7 + 0,64 giine 6nemli derecede kisaltmistir. Ksantotoksinin
bu konsantrasyonu erkek omiir uzunlugunu da ortalama 2,5 giin kisalttigi halde kontrol ile

kartsilasturldiginda istatistiksel olarak dnemli olmamistir. (Cizelge 4.2).

Ksantotoksin icermeyen kontrol besine gore, ksantotoksininin diisitk konsantrasyonlarim
(% 0,001 ve 0,005) iceren besinler bir giinde disi basina birakilan yumurta sayisini istatistiksel
bakimdan 6nemli olmayan derecede diisiirmiistiir. Kontrol besininden elde edilen disilerden
95,0 £ 12,87 yumurta elde edilmis olup bu say1 % 0,001 ksantotoksin tarafindan 58,2 + 9,2°e
diigiiriilmiistiir. Buna karsilik ksantotoksinin % 0,005’lik konsantrasyonu ile yetistirilen
disilerin yumurta veriminde % 0,001°lik ksantotoksin konsantrasyonuna goére 6nemli olmayan
bir artis (% 7) olmustur. Ksantotoksinin bu iki konsantrasyonu yumurta ag¢ilimi iizerine etkili
olmamistir. Ksantotoksinin denenen en yiiksek konsantrasyonu (% 0,1) yumurta verimini 95,0
+ 12,87°den 33,5 + 3,83’e, acilma oranini ise 82,7 + 3,70’den 35,6 + 3,00’ya 6nemli derecede
diistirmiistiir (Cizelge 4.2).

Ksantotoksinin her bir konsantrasyonu ic¢in yumurta birakmayr Onleme indeksinin
hesaplanmas1 sonucunda diisiik ksantotoksin konsantrasyonlarinin  kendi aralarinda
G. mellonella erginlerinin yumurta birakma davranisi iizerinde ekili olmadiklar1 goriilmiistiir
(sirasiyla YBI = 0,24 ve 0,27). Buna karsilik kontrol ile karsilastirildiginda, disi basina
birakilan yumurta sayis1 yalnizca en yiiksek ksantotoksin konsantrasyonunda (% 0,1) énemli
derecede diigmiistiir. Bu en yiiksek konsantrasyon ksantotoksinin diisiik konsantrasyonlarina
gore yumurta birakma davranisi iizerinde yaklasik yariyartya onleyici (YOI = 0,47) etki

gostermistir.
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Cizelge 4.2 Ksantotoksinin G. mellonella larvalarinin ergin dmiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi.

Ergin 6miir uzunlugu (giin) Yumurta verimi Acilma orant
Ksantotoksin
%) Erkek Disi (Yumurta sayisi/giin/disi) (%)
(9

Ort'+S.H)'  (Ort'+ S.H) Ort" + S H)' Ort’ + S.H)'

0,00° 8,5+ 1,54a 10,4 £ 0,43a 95,0+ 12,87a 82,7 +3,70a
0,001 8,3+0,77a 80 £1,.27a 58,2 +9,26ab 60,4 + 13,80a

0,005 7,0£1,08a 9,1 +0,99a 61,1 £ 14,98ab 59,2 £9,64a
0,1 6,0+1,76a 5,7 *£0,64ab 33,5+3,83b 35,6 + 3,00ab

“Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar icin 10 ergin kullanildi.
TAym stitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
¥ Kontrol besini (Ksantotoksin icermeyen).



4.3 KSANTOTOKSININ G. MELLONELLA ERGINLERINDE MDA, PROTEIN
KARBONIL MIiKTARI VE GST AKTIiVITESINE ETKiSi

Ksantotoksin igermeyen kontrol besine gore ksantotoksinin denenen en diisiik konsantrasyonu
olan % 0,001’lik miktar1 erginlerin MDA miktarim1 0,005 £ 0,0005’den 0,028 + 0,001
nmol/mg protein’e (yaklastk 6 kat1) yiikseltmistir. Diger besinsel ksantotoksin
konsantrasyonlart (% 0,005 ve 0,1) % 0,001 ksantotoksin konsantrasyonuna gére MDA
miktarinda daha az artisa neden olmustur. Ksantotoksinin bu yiiksek konsantrasyonlar1t MDA
miktarm 0,016 + 0,0005 nmol/mg protein’e yiikseltmis olup kontrole gore ortalama 3 kati

oraninda artisa neden olmuslardir (Sekil 4.3).

Kontrol besini ile yetistirilen erginlerin protein karbonil miktart 1,380 + 0,082 nmol/mg
protein olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilastirildiginda ksantotoksinin denenen en
diisiik konsantrasyonu (% 0,001) protein karbonil miktarini 1,052 + 0,099 nmol/mg protein’e
istatistiksel olarak onemli olmayan derecede diisiirmiistiir. Ksantotoksinin % 0,005 ve 0,1’lik
konsantrasyonlar1 ise protein karbonil miktarin1 kontrole gore yaklasik iki kati 6nemli
derecede artirmislardir. Ksantotoksinin % 0,005’1 protein karbonil miktarim1 2,475 + 0,137

nmol/mg protein’e, % 0,1’ ise 2,234 + 0,105 nmol/mg protein’e yiikseltmistir (Sekil 4.3).

Ksantotoksin igermeyen kontrol besininde erginlerin GST aktivitesi 0,276 + 0,025 wmol/mg
protein/dk olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilagtirildiginda ksantotoksinin denenen
en diisiik konsantrasyonu (% 0,001) GST aktivitesi iizerinde istatistiksek olarak 6nemli
olmayan bir artisa sebep olmustur. Buna karsilik, ksantotoksinin denenen yiiksek
konsantrasyonlart (% 0,005 ve 0,1) ise GST aktivitesini kontrole gore 6nemli derecede
digiirmiislerdir. Ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonunu igeren besin GST aktivitesini

0,159 £ 0,005 umol/mg protein/dk’ya azaltmistir (Sekil 4.3).
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BOLUM 5

TARTISMA

Ksantotoksinin bdécekler {iizerindeki patofizyolojik etkilerinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber bu bitkisel allelokimyasalin kuvvetli bir prooksidan olarak siiperoksit
radikallerinin olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Pritsos et al. 1990). Ksantotoksin ve
diger bazi furanokumarinler bazi boceklerin yasama orani ve gelisme siiresini olumsuz yonde

etkilemistir (Chen 2008, Lampert et al. 2008).

Ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonlart hem larval evrede hem de larva sonrasi evrelerde G.
mellonella (L.)’nin yasama ve gelismesi iizerinde olumsuz etki yapmistir. Bu maddenin en
yiiksek konsantrasyonu (% 0,1) bocegin hem yasama oranin1 hem de gelisme siiresini olumsuz
yonde etkilemistir. Bu konsantrasyonu iceren besin ergin evreye ulagma siiresini yaklasik 10
giin 6nemli derecede uzatmis olup kontrol besinindeki % 77,7 + 1,96 olan yasama oranint %
11,0 + 0,00’e diisiirmiistiir. Ksantotoksinin bu konsantrasyonu disilerin 6miir uzunlugunu
kisaltmis olup yumurta verimi ve agilma oranimi onemli derecede diislirmiistiir. Bu miktar
iceren besinlerden % 5,5 oraninda erkek ve disi ergin elde edilmistir. Ayni tiiriin farkl gelisim
evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu bilinmektedir (Grenier et
al. 1986). Bu yiizden denenen ksantotoksinin etkisinin bu bocegin farkli gelisim evresine gore
degismesi de beklenen bir sonucgtur. Bunun yaninda herhangi bir insektisitin uygulama

yontemi, formiilasyonu ve insektisitin etkinligi de dnemlidir (Appel et al. 2004).

Ksantotoksinin yiiksek miktarlarimi iceren besin, kontrol besinine gore G. mellonella (L.)
erginlerinin MDA ve protein karbonil miktarim1 dnemli derecede artirmistir. Kontrol besine
ksantotoksinin en diisiik miktarinin ilave edilmesi de oksidan etki gostermis olup MDA
seviyesinde kontrole gore onemli bir artisa sebep olurken protein karbonil miktarini 6nemli
olmayan derecede diisiirmiistiir. Buna karsilik ksantotoksinin besinsel en diisiik miktart GST

aktivitesinde onemli olmayan bir artigsa sebep olmustur.
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Daha onceki bir ¢calismada ksantotoksinin bu ¢alismada kullanilan konsantrasyonlar1 bdcegin
son evre larvalarimin hemolenfinde MDA ve protein karbonil miktarlar1 ile birlikte
antioksidan enzimler SOD, CAT, GST ve GPx aktivitelerini énemli derecede artirmistir
(Biiyiikgiizel et al. 2010). Bu ¢alisma ile karsilastirildiginda ksantotoksinin oksidatif etkisinin
G. mellonella (L.)’nin gelisim evresine gore degisebilecegi hatta farkli gelisim evresindeki

bireyin dokularina gore de oksidatif etkinin farklilik gosterebilecegi goriilmiistiir.

Besinle alinan ksantotoksinin G. mellonella (L.) larvalan iizerindeki toksitesinin yiiksek
olmasi larvalarin besin ile aldig1 ksantotoksinin sindirim fizyolojisini bozmasi sonucu olabilir.
Benzer bir mekanizma, cesitli besin ortamlar1 ile uygulanan veya dogal yolla beslenilen
allelokimyasallarin farkli bocekler {iizerindeki olumsuz etkisi ile ilgili olarak da ileri
siiriilmiistiir (Lee and Berenbaum 1990, Brown et al. 2005, Barbehenn et al. 2005 a,b, 2006,
2008). Daha once bu konuda yapilan beslenme caligmalar1 yapay besinlere ilave edilen ve
besinsel degeri bulunmayan bir kimyasalin bocek iizerindeki etkisinin besin maddeleri ile
etkilesimine bagh olarak ortaya cikabilecegini belirtmistir. Bu c¢alismalarda, fiziksel ve
kimyasal diizeyde ortaya cikan bu etkilesimlerin larvalarin besin tiikketim oranini

degistirebilecegi ileri siiriilmiistiir (Biiyiikgiizel 2001).

Ksantotoksinin denenen besinsel karigimlarinin hi¢ biri G. mellonella (L.) erkek erginlerinin
Omiir uzunlugu tizerinde istatistiksel olarak etkili olmamistir. G. mellonella (L.)’nin ergin
Omiir uzunlugu mevsime (kis ve yaz aylari) gore degismekte olup esey oranlar ise her
mevsimde 1:1,1 (populasyon i¢i paylar %50:% 55) oranindadir (Chang and Hsieh 1992). Bu
calismada erkek ve disi bireylerin dmiir uzunlugu ayr1 ayr ele alinmistir. Kilingcer *de (1976),
yapmis oldugu caligmasinda belirli bir dogal konak ile yetistirilen Bracon hebetor (Say, 1836)
erginlerinden erkek bireylerin disilere gore daha kisa yasadigini, erkek bireylerin Omiir
uzunlugunun ortalama 7,4 + 2,6 (4-14) giin, disi bireylerin émiir uzunlugunun ise ortalama
19,7 + 2,6 (10-30) giin oldugunu belirtmistir. Bu sonuglar, ¢alistigimiz bocegin Lepidoptera
takimina ait bir tiir olmasina ragmen elde ettigimiz sonuclar ile benzerlik gdstermektedir.
Ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonu (% 0,1) ile beslenen G. mellonella (L.) disileri daha
kisa siire yasamiglardir. Ksantotoksinin % 0,1’inde disilerin erkeklere gore daha kisa yasamasi
disilerin larval besin ile alinan yiiksek konsantrasyonlarda ksantotoksine ergin sonrasi hassas
oldugunu gostermektedir. Bu goriis ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonlar ile yetistirilen

disilerin yumurta veriminin azalmasi ile destek bulmaktadir.
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Bazi ¢alismalarda cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birkag bocek tiirlintin dmiir
uzunlugundaki artisin lipid peroksidasyonu diizeyinin diismesi (Sestini et al. 1991) ve
antioksidan enzimlerden siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitelerinin
yiikkselmesi (Bains et al. 1998, Sun et al. 2002) ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonunda G. mellonella (L.) erginlerinin MDA ve protein
karbonil miktarinda artis gozlenirken, disi erginlerin Omiir uzunlugu ise 6nemli derecede
kisalmistir. Antioksidan enzimler yiiksek oksidatif stres durumunda olusan reaktif molekiillere
kars1 hassas olduklarindan (Pigeolet et al. 1990), ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonu
tarafindan iiretilen serbest radikaller GST enziminde yapisal degisime sebep olarak enzimi
inaktiflestirmis olabilir. Elde edilen sonuclar ksantotoksinin % 0,1’lik konsantrasyonunda
ergin GST aktivitesi ile ergin Omiir uzunlugu arasinda dogru orantili bir iliski oldugunu
gostermistir. Bu konsantrasyonda GST aktivitesi ve ergin Omiir uzunlugunda azalma
gozlenmistir. D. melanogaster (Meign.)’de glutatyona bagiml enzimlerin aktivitelerindeki
artisin Omiir uzunlugunda artisa neden oldugu ve oksidatif strese direncin arttig1 gozlenmistir
(Sohal et al. 1995 a, Sun et al. 2002). Biiyiikgiizel (2006) organofosforlu insektisitlerin
Oldiiriici olmayan dozlarina kast bir tepki olarak P. tfurionellae (L.) erginlerinde SOD
aktivitesinin ve Omiir uzunlugunun arttigim1 gostermistir. Elde edilen sonuglar kisa yasama
stiresinin ksantotoksinin Oldiiriicii olmayan dozlarinda ortaya c¢ikan asir1 oksidatif stresi
onlemek icin antioksidan enzim aktivitesinin yetersiz kalmasindan ileri gelebilecegini
gostermektedir. Buna karsilik, uzun siire fenitrotiyona maruz birakilan lepidoptera takimina
ait S. exigua (Hiibner, 1808)’nin erginlerinde artan SOD aktivitesi ile birlikte yasama oraninin
ve Omiir uzunlugunun arttigr gdzlenmistir (Adamski et al. 2003). Asir1 oksidatif strese karsi
antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerin sentezinin azalmasi durumunda, serbest radikaller,
zarar vermek iizere hedef molekiillere saldirma firsati bulamayarak antioksidan enzimler ile
karsilasma ihtimalleri artabilir. Boylece oksidatif stresin olumsuz etkileri sonucu bdcegin

Omiir uzunlugu kisalabilir.

Bu calismada ksantotoksin ile yetistirilen G. mellonella (L.) erginlerin 6miir uzunlugunun tiim
antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimler ile iliskisi incelenmemistir. Daha Once
yapilan bu calismalarin sonuclar1 ve G. mellonella (L.) ile yapilan bu ¢calismadan elde edilen
sonucglar birlikte ele alindiginda oksidatif-antioksidatif tepki ile iliskili olarak Omiir
uzunlugundaki degisme bocegin tiirii ile denenen oksidan maddenin tiiriine ve

konsantrasyonuna bagl oldugu goriilmektedir.
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Ksantotoksin iceren besin ile beslenen larvalardan elde edilen erginlerin erkek ve disi oranlari
onemli derecede azalmistir. Disi birey sayisinin az olmasi birakilan yumurta sayisinin
azalmasi sebebiyle zararli boceklerin tarimsal alanlarda ¢ogalmasinin sinirlanmasi ve sonraki
dollerde bitkilere verilecek zararin azalmasi anlamina gelmektedir. Giilel (1988) bazi
boceklerde esey oranin fazlasiyla degisebildigini belirtmistir. Esey oranindaki bu degisimler
yumurta birakan disiye, erkek ve disi larvalar arasindaki 6liim farkina, disilerdeki ciftlesme
sayis1 gibi genetiksel olmayan faktorler yaninda genetik faktorlere de bagh olarak

aciklanmaktadir.

Insan veya diger memelilerdeki erkek gamet ya da sperm hiicreleri heterogametik olup iki tip
esey kromozomundan birini icerir. Bunlar X ve Y kromozomlaridir. Lepidoptera takimina ait
bocekler (giive ve kelebekler) ile yakin akraba olan Trichoptera takimina ait tiirler XX-XY
esey mekanizmasinin aksine erkek eseyin homogametik, disi eseyin ise heterogametik oldugu
bilinmektedir. X yerine Z, Y yerine W harfi kullanilir. Buna gore erkekler ZZ, disiler ZW
gonozomlarim tasirlar (Traut et al. 2007). W kromozomu bir ¢ok tiirde heterokromatiktir.
Heterogametik esey kromozomlarn iceren Ephestia kuehniella (Zell, 1879) ve G. mellonella
(L.)’nmin W kromozomunda da karsilastirmali genomik hibridizasyon yontemi ile eseyi tayin
eden iki farkli bolge tespit edilmistir (Sahara et al. 2003). Hamam bocegi ve ¢ekirgelerin dahil
oldugu Ortoptera takimi ile Heteroptera takimin bir¢ok tiiriinde ise Y kromozomu tamamen
ortadan kalkmistir. Bu tiirlerde XX kromozomlarim tasiyan birey disi, tek X kromozomu
tasiyan birey ise erkek (X0) olmaktadir. Boylece XO bireyleri, Drosophila’dakinin aksine
verimli erkeklerdir. X0 iceren Drosophila erkekleri ise kisirdir (De Falco et al. 2008).

Lepidoptera takimina ait tiirlerde kromozomal olarak genetik esey belirlenmesinin diginda
ekstrakromozomal sekilde disi bocek tarafindan yumurta araciligiyla kalitsal olarak nesilden
nesile nakledilen Wolbachia cinsi bakteriler [Wolbachia pipientis (Hertig, 1936)] tarafindan
bocegin iireme sekli degistirilmektedir. Bu tiirlerde Wolbachia’nin sitoplazmik enfeksiyonu
sonucunda biiyiik oranda disi birey olusturulmaktadir. Bu mikroorganizma tarafindan uyarilan
asint  disi Uretimi {ic mekanizma ile gerceklesmektedir (Kageyama et al. 1998).
Mekanizmalardan birincisi, bu mikroorganizmalarin partenogenezi uyararak biiyiik oranda
disi birey olusumunu saglamasi, ikincisi, erken evrelerde secici olarak erkeklerin 6liimii (male
killing) ve iiciinciisii ise erkeklerin genetik olarak disilestirilmesidir. Disi bocek tarafindan

kalitimsal olarak dolden dole gecirilen Wolbachia ile enfekte olan tamamen disi dol meydana
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getiren Ostrinia scapulalis (Walker, 1859) disileri tetrasiklin ve diger bazi antibiyotikler ile

birkag nesil beslendiginde esey orani erkek birey lehine degismistir (Kageyama et al. 2003).

Lepidoptera takimina ait tiirlerin cogunlugu disi esey yonelimli dol vermesine ragmen en az
11 tiirtin yabanil tipleri yalmzca disi dol vermektedir (Ishihara 1992). Apollo kelebegi
Parnassius apollo (Linnaeus, 1758) nun yabanil tipi ise agirlikli bir sekilde erkek yonelimli
dol vermekte olup esey orani 2:1 oranina oldukc¢a yakindir (Pawel 2004). Esey orani genellikle
populasyon yogunluguna gore de degismektedir. Kelebek tiirli Bolora aquilonaris (Stichel,
1908) (Lepidoptera: Nymphalidae) erkekleri ugma doneminin baslangicinda oldukga fazla
iken disiler bu periyodun sonuna dogru artmaktadir. Populasyon igerisindeki erkeklerin orani
populasyonun yogunlugu azaldiginda yiikselme egilimindedir (Gorbach 1998). Yaklasik 1000
tirii icine alan keseli kurt (bagworm) ailesinden (Lepidoptera: Psychidae) laboratuvarda
yetistirilen tiirlerde erkek yonelimli esey orami elde edilmektedir (Rhainds et al. 2009). Bu
tiirlerin tarla populasyonlarinda erkek birey orani disi oranina gore daha fazla, daha diisiik ya
da esit yogunluktadir. Ancak disi larvalarin erkeklerden daha fazla beslenmeye ihtiyac
duymasi ve besin bakimindan tiir i¢i rekabete daha hassas olmasi sebebiyle populasyonun
yogunlugu genellikle erkek yonelimli esey oran ile iligkilidir. Kir tirtili giivesinin birkac y1l
boyunca diisitk ve yogun oldugu ii¢ bolgeden toplanan yumurtalardan agilan larvalarin
laboratuvarda beslenilmesi sonucunda esey orani yumurtalarin toplanildigi populasyonun
yogunluguna gore degismistir. Diisiik yogunluklu bolgeden toplanan yumurtalar yiiksek
yogunluklu bolgeden toplanan yumurtalara gore daha fazla sayida disi birey olusturdugu rapor
edilmistir (Myers et al. 1998). Heliothis armigera (Hiibner, 1805)’da cinsiyet orani
(disi:erkek) pupalarda ortalama 1,00:1,07, disi ve erkeklerin populasyon icindeki paylar1 ise
sirastyla % 48,3 ve % 51,7, erginler iizerindeki cinsiyet orani ise ortalama 1,00-1,08, disi ve
erkeklerin populasyon icindeki paylar1 ise % 47,9 ve % 52,1 olarak bulmustur (Kaya ve
Kovanct 2000). Bu calismada ayrica cinsiyet oraninin yillara gore, tarla ve laboratuvar
populasyonuna gore degistigini, sonu¢ olarak cinsiyet oranimin erkekler lehine oldugu,
erkeklerin populasyondaki paylarinin disilere oranla biraz daha fazla oldugu belirtilmistir.
Yaprak delici kurdu Perthida glyphopa (Common, 1969) disileri haziran ve eyliil siiresince
yapraklar ile beslenme safhasinda baskin olup esey oranmi 0,74:1,00 (erkek:disi)’dir. Eyliil
aymin sonlarina dogru toprakta diyapoza giren larvalarin esey oramt 1,47:1,00, martta
pupalarin cinsiyet oran1 1,30:1,00 ve nisan-mayis aylarinda ise erginlerin esey orani 1,56:1,00
olarak erkek lehine artmistir (Mazanec 2007). Tiim bu calismalardan anlasildigi gibi

lepidoptera takimina ait boceklerin esey orami cok degisik faktorlerin etkisi altindadir.
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Ksantotoksinin bazi konsantrasyonlari iceren besinlerde G. mellonella (L.)’nin erkek esey
oran1 ayni besindeki disi esey oranina gore artis gostermesine ragmen istatistiksel olarak
onemli bir artiy olmadigt  goriilmektedir. Genelde denenenen  ksantotoksin
konsantrasyonlarinin tiimii kontrol ile karsilastirildiginda erkek ve disi esey oranini énemli
derecede diisiirmiistiir. Ancak ksantotoksinin esey orani tizerindeki muhtemel etkisini ortaya

cikarmaya yonelik daha detayli calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Ksantotoksinin en yiiksek miktarmi (% 0,1) igeren besin disilerin yumurta verimini ve
yumurtalarin agilma oranini olumsuz yonde etkilemistir. Bu miktarlari iceren besinde yetistirilen
disilerin yumurta veriminde ©nemli bir azalma olmus, birakilan yumurtalarn biiyiik bir
cogunlugunun embriyonik gelisimi tamamlayamadigi ve normal olarak agilamadig goriilmiistiir.
Boceklerin ¢ogunun kisa zaman araliklarinda ¢ok sayida yumurta birakmasi yani iiremelerinin
cok hizli olmasi bunlarla etkili miicadeleyi zorunlu hale getirmistir. Ornegin baklagillere
(Leguminosae) ¢ok zarar veren bir tiir olan Nezera viridula (Linnaeus, 1758) (Pentatomidae:
Heteroptera) disisinin bir defada 100 civarinda yumurta birakmasi bu konunun énemini ortaya
koymaktadir (Candan 1997). Ekonomik olarak zarara sebep olan boceklerin yumurta sayisinin
azalmasi ve bu yumurtalarin canlilik oranimin diisiik olmas1 boceklerin kontroliinde 6nemlidir.
Bazi caligmalar cesitli bitki allelokimyasallarinin lepidoptera ve diger takimlara ait zararh
tiirlerin yumurta tiretimini ¢cogunlukla olumsuz yonde etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Kimyasal
miicadelede kullanilan bazi sentetik organik insektisitlerin heteropter boceklerden Pyrrhocoris
apterus (Linnaeus, 1758)’da ve Dysdercus cingulatus (Fabricius, 1775)’da ovaryum ve folikiil
hiicrelerinin yapisinin bozulmasina, embriyo gelisimi i¢in Onemli olan vitellin proteininin
sentezinin onlenmesine bagl olarak embriyonik gelisimin gerilemesine sebep olmustur (Slama
et al. 1983, Gelbi¢ and Holy 1985, Sula et al. 1987, Socha et al. 1988). Baz1 kimyasallar ¢esitli
boceklerde ovaryumlardaki yumurta verimini jiivenil hormon (JH) titresini degistirmek suretiyle
etkilemektedir (Sula et al. 1987). JH ve ovaryum ekdisteroidleri yumurta hiicresinin biiyiimesini,
vitellus sentezi ve olusumu, embriyo gelisimini diizenlemektedir (Gdde and Hoffmann 2005).
Bu calismada ksantotoksinin besinsel karisimlarinin G. mellonella (L.)’da merkezi sinir
sistemini etkileyerek bu hormonlarin islevinde onemli degisikliklere sebep olabilir. Diger
taraftan, bazi niikleozit tiirevi sentetik insektisitler Pyrrhocoris apterus (Linnaeus, 1758)’da
hemolenf, yag doku ve ovaryumdaki protein iceriginde 6nemli degisiklige sebep olmus, yumurta

olusumunu tamamen énlemistir (Gelbi¢ and Sula 1990).
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Bir¢cok bocekte yumurta birakma davranisinin baslamasi i¢cin ovaryumun gelisimi, yumurta
tiretimi ve olgunlasmasina ihtiya¢ duyulur. Ovaryumlarin gelismesi ve yumurta hiicrelerinin
biiyiimesi vitellin proteininin sentezi sayesinde olup bunlarin hepsi hormonal kontrol
altindadir (Engelman 1979, Zeng et al. 2000). Diger taraftan yumurta birakma davranist
cevresel sinir sisteminden daha cok merkezi sinir sistemi tarafindan yonetilen ve hormonal
seviyede gerceklestirilen karmasik bir aktivitedir (Loher et al. 1984). Bu ylizden G. mellonella
(L.)’ya besinle verilen ksantotoksinin metabolizmasi sonucu olusan ara iiriinlerinin dogrudan
hemolenfe karisarak kisa bir siire icinde yumurta iiretimi, olgunlasmasi, birakimi ve bu
yumurtalarin agilmasi1 gibi fizyolojik davranislart olumsuz yonde etkilemesi beklenen
durumdur. Larval besinle alinan ksantotoksinin ergin disilerin yumurta verimi ve acilma orani
izerindeki olumsuz etkisi yumurta iiretimi ile ilgili organlarda ve iiretilen yumurtalardaki
embriyonal gelisim sirasinda oksidatif hasarin artmasi sonucu olabilir. Bazi omurgali
tirlerinde yumurta agiliminin oksidatif stresin artisi ile ters orantili oldugu bilinmektedir

(Alonso-Alvarez et al. 2010).

Ksantotoksinin besindeki miktarinin artisi ile bocek iizerindeki etkisi arasinda orantili bir
iliski ortaya ctkmamustir. Ornegin ksantotoksinin % 0,005°lik konsantrasyonu bu prooksidanin
en diisiik miktarina gore bocegin 7. evreye ulasan larva orani ile pup olma oranini istatistiksel
olarak onemli olmayan derecede artirmistir. Ancak, ksantotoksinin en yiiksek konsantrasyonu
bu evrelerdeki yasama oranini, diger ksantotoksin konsantrasyonlarina ve kontrole gore
onemli derecede diisiirmiistiir. Bocegin omiir uzunlugu, yumurta sayisi, erginlerdeki MDA,
protein karbonil miktarlar1 ve GST aktivitesinde de benzer sonuglar gozlenmistir. Lepidoptera
takimina ait bir tiir olan Lymantria dispar (Linnaeus, 1758) nin besinine ilave edilen fenolik
bir glikozitin bocegin gelisme siiresi ve biiyiime orami gibi bazi biyolojik ozellikleri ile
detoksifikasyon enzimleri {lizerine etkisi bu glikozitin besindeki artan konsantrasyonlart ile
uyumlu bir degisim gostermemistir. Bu bocekteki GST ve esteraz enzimi besine ilave edilen
glikozitin diisik miktarlar1 ile artarken yiiksek miktarlart bu enzimlerin aktivitelerini
diigiirmiistiir (Hemming and Lindroth 2000). Benzer bir sonu¢ holometabol bdceklerden
Diptera takimina ait bir tiir olan Agria affinis (Fallen, 1817) ve hymenoptera takimina ait P.
turionellae (L.) larvalarim1 beslemek i¢in kullanilan kimyasal yapisi bilinen yapay besine ilave
edilen bazi antibiyotikler ile de elde edilmistir (Singh and House 1970 a, Biiyiikgiizel and
Yazgan 2002). Tam bagkalasim geciren (holometabol) boceklerde besin maddelerinin
sindirimi genellikle alkali bir ortama sahip olan orta bagirsakta gerceklestirilmektedir (Terra

1990). Besinle alinan ksantotoksin miktarlarinin G. mellonella (L.)’nin orta bagirsaginda
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ozmotik dengeyi ve ortamin reaksiyonunu (pH) etkilemesi sonucu farkli oranlarda emilimi
gerceklesebilir. BoOylece denenen miktarlarin bocek iizerindeki etkisi de farkli olabilir.
Lepidoptera takimina ait boceklerde besinsel maddelerin ve bitkisel allelokimyasallarin
sindirim kanalinda (6zellikle orta bagirsak) emilme oranlarinin bunlarin bagirsaktaki
miktarlarina, ortamin ozmotik ve iyonik dengesine ve indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline
bagli oldugu bilinmektedir (Krishnan and Kodrik 2006). Fitofaj boceklerde ortabagirsaktaki
pH ve redoks diizeyi bitkisel allelokimyasallarinin metabolizmasimi etkileyerek sindirilen
bitkinin toksik 6zelligini veya besinsel kalitesini biiyiik oranda degistirmektedir (Appel and
Martin 1990, Appel 1993, 1994). Kinon ve fenolik maddeler gibi bircok bitkisel
allelokimyasallar oksitlendiginde toksik kinonlar veya siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri
veya hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirleri olusturabilmekte ve bu iiriinler dogrudan orta
bagirsak epiteline zarar vererek boceklerde oksidatif stresi uyarmaktadir (Pritsos et al. 1991,
Ahmad 1992, Felton and Summers 1993, Summers and Felton 1994, Bi and Felton 1995).
Ayrica reaktif oksidatif iiriinler niikleofilik bolgeleri alkilleyerek, lizin amino asiti igerigini
azaltarak ve proteinin parcalanmasina ve polimerizasyonuna sebep olarak boceklerin
besinindeki proteinin kalitesini diigiirebilir (Felton et al. 1989, 1992, Felton and Summers
1993, Bi et al. 1994). Boyle oksidasyon reaksiyonlar1 pH ve redoks potansiyeli ile giiglii
olarak etkilenebileceginden bocek ortabagirsaginin  fizikokimyasal — 6zelliklerindeki
degisiklikler bitkilerin boceklere karsi oksidatif kimyasal savunmasinin derecesini belirtebilir
(Appel 1994). Diger taraftan G. mellonella (L.) larvalarinin bagirsagindan emilerek dokulara
yayilan ksantotoksinin metabolizma {iriinlerinin olumsuz etkisi detoksifikasyon enzimleri
tarafindan devamli olarak ortadan kaldirilabilir. Diger bir ifade ile denenen bu maddenin
diisiik konsantrasyonlarda G. mellonella (L.)’nin en azindan gelisme siiresi, ergin Omiir
uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oram iizerinde olumsuz etkilerinin diisiik olmas1 bocegin
detoksifikasyon veya antioksidan enzimleri sayesinde bu zararl {iriinleri ortadan kaldirmalari
sonucu olabilir. Alman hamam bocegi Blattella germanica (Linnaeus, 1767)’da insektisitlerin
diisilk konsantrasyonlarina karsi detoksifikasyon enzimi sitokrom P450 monooksijenaz
miktarinda artis oldugunun tespit edilmesi ile bu diisiince énem kazanmustir (Scharf et al.
1999). Bizim calismamizda, ksantotoksinin diigiik miktarlar1 ile beslenen G. mellonella (L.)
erginlerinin GST enziminde istatistiksel olarak onemli olmasa da bir yiikselis gézlenmistir.
Liu ve Chen (2000) bir kitin sentezi inhibitorii olan buprofezinin néroptera takimina ait bir tiir
Chrysoperla rufilabris (Burmeister, 1839) ’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az

olmasini bocegin gii¢lii antioksidan kapasitesine baglamistir.
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Besine ilave edilen yiiksek miktarlardaki ksantotoksinin bdcegin yasama ve gelisimi
tizerindeki olumsuz etkileri bu maddenin beslenme ortaminin besinsel kalitesini ve fiziksel
yapisini degistirmesinden de ileri gelebilir. Daha 6nceki calismalar herhangi bir besinsel
degeri olmayan bir katki maddesinin 6ldiiriicii olmayan (subletal) etkilerinin bu maddenin
besinsel bilesenler ile etkilesimine dayanarak larvalarin besin tilketim oranini degistirmesine
bagl oldugunu belirtmistir (Biiyiikgiizel and icen 2004, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Bir
antibiyotik insektisit olarak denenen novobiyosinin yiiksek miktarlar1 ile beslenen
endoparasitoid bir hymenopter tiir P. furionellae (L.) larvalarinin yasama ve gelisimi de
olumsuz yonde etkilenirken bu maddenin denenen en diisiik miktar1 bécegin yasama oranini
onemli derecede artirmistir (Bilyiikgiizel 2001). Singh ve House (1970 a,b,c) besine ilave
edilen antimikrobiyal maddelerin meydana getirdigi koku ve tat degisikliginin larvalarin besin
tiketimi oraninin degisiminde etkili oldugunu belirtmistir. Delgarde ve Rouland-Lefevre
(2002) nikotin benzeri bir insektisit olan tiyometoksam’in bazi termit tiirleri, Trinervitermes
trinervius (Rambur, 1842) ve Odontotermes smeathmani (Fuller), Amitermes evuncifer
(Silvestri) ’e kars1 besin almay1 6nleyici etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Larval evrede
alinan besin maddelerinin kalitesi ve besinsel dengesi bir¢cok bocegin iireme ve Omiir
uzunlugu iizerinde etkilidir (Slansky and Scriber 1985, Eischen and Dietz 1987, Ridgway and
Mahr 1990). Akdeniz meyve sinegi C. capitata (Wiedemann, 1824)’nin larval evrede aldig1
besinin ergin olusumu, viicut biiyiikliigii, eseysel olgunlugu, yumurta birakma davranisi ve

yasama siiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al. 2001).

Belirtilen bu calismalardan anlasildigi gibi ksantotoksin (Lee and Berenbaum 1990,
Timmermann et al. 1999) veya diger bitkisel allelokimyasallarin Lepidoptera takimina ait bazi
bocekler ile diger takimlara ait bazi1 boceklerin orta bagirsak ve genelde sindirim dokular
tizerine oksidatif etkileri detayli ¢alisilmistir (Peric-Mataruga et al. 1997, Barbehenn 2002,
Krishnan and Kodrik 2006). Bu calismada boceklerin orta bagirsaginda oksidatif stresten
kaynaklanan oksidatif hasarin stresin onemli nedeninin siiperoksit (O,”) ve hidrojen peroksit
(H203) radikallerinden ileri geldigi belirtilmistir (Peric-Mataruga et al. 1997, Biiyiikgiizel et
al. 2007). Siiperoksit olusumunu katalizleyen cesitli maddeler ile maruz birakilan Lepidoptera
takimina ait bazi boceklerde SOD, CAT ve GPx enzimlerinin 6nemli derecede yiikseldigi
belirtilmigtir (Pritros et al. 1988, 1990). Buna karsilik bu bitki allelokimyasallarinin
erginlerdeki oksidatif etkileri ile antioksidatif veya detoksifikasyon kapasitesi iizerine etkileri
calisilmamistir. Besine ¢esitli amaclarla ilave edilen kimyasal maddelerin bocek iizerindeki

etkilerinin tespit edilmesi i¢in farkli evrelerdeki toplam viicut bilesenlerinin biyokimyasal

45



analizlerinin yapilmasi ve fizyolojik degisimlerin ortaya konulmasi ©nemli kriterlerdir
(Ferkovich et al. 1999, Wang et al. 2002, Zapata et al. 2005). Bu calismada kullanilan
ksantotoksinin besine ilave edilen miktarlar1 genel olarak erginlerin lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu diizeyi ve GST aktivitesini etkilemistir. Ayni1 zamanda besin kalitesinin
diisiik olmasi boceklerde bir¢ok fizyolojik ve davranigsal degisime sebep olur (Slansky and
Scriber 1985). Cesitli toksinlere maruz kalarak besinsel degeri azalmis dogal besin ile
beslenen predator bir oriimeek tiirii Pardosa prativaga (L. Koch, 1870)’da GST enziminin
aktivitesi oldukca diisiik bulunmustur (Nielsen and Toft 2002). Boceklerin serbest
radikallerden ve genel oksidatif stresten etkilendigi bilinmektedir (Timmermann et al. 1999).
Bocekleri yetistirmek icin kullanilan yapay besinlerin besin bilesenleri kendi aralarinda ve
besine ilave edilen madde ile etkileserek endojen ve eksojen kaynakli reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROT) olusmasina sebep olurlar. Besinlerde olusan serbest radikaller toksitenin
artmasina bagli olarak larvalarin besin tiikketim oramimi degistirmektedir (Cohen and

Crittenden 2004).

Canlilarin kimyasal maddeler veya ¢evre kirliligine neden olan maddeler gibi cesitli yabanci
maddelerin etkileri altinda kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve
dolayisiylada metabolik olaylarin bozulmasina neden olur. Serbest oksijen radikalleri sahip
olduklar1 paylasilmamis elektronlarindan dolay1r oldukg¢a reaktif atom ve molekiillerdir. Bu
radikaller hiicre zarmin doymamis yag asitleri ve protein bilesimi iizerine zarar vermektedir.
(Halliwell 1994, Heinle and Betz 1994). Olusan serbest radikaller sonucu hiicre zarinin ve
diger hiicresel lipid ve proteinlerin yapisinin bozulmasiyla bir dizi reaksiyon gerceklesir ve
sonugcta aldehit tiirevleri 6zellikle MDA ile protein karbonil iiriinleri olusur. MDA miktarinin
yitkselmesi lipid peroksidasyonu seviyesinin 6nemli bir gostergesidir (Mano et al. 1995).
Cesitli kimyasal ve biyolojik ajanlarin bazi boceklerin hiicre Kkiiltiirii hatlarinda lipid
hidroperoksit ve protein karbonil miktarlarim artirdign ve oksidan strese sebep olduguna
yonelik calismalar mevcuttur (Wang et al. 2001). Bu calismada, lipit peroksidasyonunun
onemli bir belirteci olan MDA seviyesi ksantotoksinin G. mellonella (L.) larvalar igin
belirlenen konsantrasyonlar1 ile larvalar beslendikten sonra erginlerde kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir seviyede artis gostermistir. MDA miktarinin artmasi, besin ile
alinan prooksidana (ksantotoksin) bagli olarak reaktif oksijen radikallerinin iiretiminin
olugsmasi ve buna bagh olarak da lipit peroksidasyonun artmasindan kaynaklanabilir.

Ksantotoksin uygulanan erginlerde protein oksidasyonunun daha fazla arttig1 goriilmiistiir.
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Boceklerde insektisitlerin toksik etkisini azaltic1 ve hatta yok edici diren¢ mekanizmalari
gelismistir. Fizyolojik strese kars1 direngte etkili oldugu bilinen 6nemli enzim grubu GST ‘dir
(Yu 2004). Boceklerde bu enzim ailesi (teta sinifi) insektisitlerin toksik etkilerine karsi temel
bir savunma olarak bilinir. GST bir faz II detoksifikasyon enzimi olup ksenobiyotikleri
glutatyona (GSH, y-glutamil-sisteinil-glisin) baglayarak toksitesini azaltir. Erginlerde
ksantotoksinin en diisiik miktarina karst1 GST aktivitesindeki bazal seviyenin yiikselisi lipid
peroksidasyonu sonucu artan MDA miktarindan kaynaklanan oksidatif stresten ileri gelebilir.
Indirgenmis (rediikte) glutatyon (GSH) miktarinin diismesi ile paralel olarak bu enzimin
aktivitesi artmis olabilir. GSH bu enzimin kofaktorii olup bazi organik ve inorganik
peroksitlerin ve diger serbest radikallerin konjuge edilerek zararli etkisinin ortadan
kaldirilmasinda kullanilir (Dandapat et al. 2003). Ksantotoksinin en diisiik konsantrasyonunda
G. mellonella (L.) erginlerinde GST aktivitesinin artmasi, ksantotoksinin toksisitesine ve
serbest radikal iiretiminin kaginilmaz bir sonucu olan lipit peroksidasyon seviyesinin
yitkkselmesine kargt bocegin metabolik bir adaptasyon gostermesinin sonucu olabilecegi
disiiniilmektedir. Yiiksek GST aktiviteleri ergin dokularinda lipit hidroperoksitleri, protein
karbonilleri ve diger reaktif oksijen tiirlerini uzaklastirabilir. Hiicresel antioksidan savunma
sistemi artan lipit peroksitleri ve reaktif oksijen tiirlerini uzaklastiramayacak sekilde
zayifladiginda hiicresel hasar ortaya ¢ikmaktadir. Yani artan lipit peroksidasyon diizeyine
bagl olarak sitozolik bilesenlerin dagilmasi ve sonucta hiicre dliimiine sebep olacak diizeyde

hiicre zar lipitlerinde bozulma goriilebilir (Biiyiikgiizel et al. 2007).

Lepidoptera takimina ait boceklerin larvalari ¢esitli oksidan maddelerle beslendigi zaman orta
bagirsaklarinda peroksit radikalleri basta olmak iizere cesitli ROT’lar olusmaktadir. Bu
peroksitler ya besinle alinan veya besin kanalinda daha onceden bulunan demir gibi cesitli
aktif metal iyonlar ile etkileserek (Fenton reaksiyonu) OH ve diger ROT’lar1 olusturabilir
(Barbehenn et al. 2005 b). Bu reaktif tiirevler orta bagirsak epitel dokusunda ve peritrofik
zarda protein ve lipid oksidasyonuna baglh oksidatif hasar meydana getirmektedir (Barbehenn
and Stannard 2004). Denenen ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonlarim iceren besinler ile
beslenen bocegin erginlerindeki GST aktivitesindeki diisiis, lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu sonucu oksidatif hasarin artmasindan kaynaklanabilir. Asir1 serbest radikal
olusumuna bagli olarak GST enzim aktivitesinde bir azalma meydana geldigi
diisiiniilmektedir. Ksantotoksinin toksitesi sonucunda serbest radikal olusumunun artisi ile
erginlerin GST enzimi aktivitesinin diismesi bu enzimlerin serbest radikaller tarafindan

inaktive edilmesinden kaynaklanabilir. Artan serbest radikaller bu enzimin substrati olan
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glutatyon ile veya enzim yapisindaki aktif aminoasitlerle etkileserek enzimlerin aktivitesini
diigiirmiis olabilir (Saraswathy et al. 1998). Ksantotoksinin, G. mellonella (L.) erginlerinde
MDA ve protein karbonil diizeyini artirirken ters orantili olarak GST aktivitesini diislirmesi

bu yorumu desteklemektedir.

GST enziminin Onemli derecede diisiis gOstermesi erginlerin ksantotoksinin olusturdugu
serbest radikalleri ortadan kaldirmaya yonelik bir savunma mekanizmasindan ileri gelebilir.
Boyle bir savunma mekanizmasi sonucunda enzim serbest radikallerin ve lipid
hidroperoksitlerin zararli etkisine maruz kalmis olabilir. G. mellonella (L.) erginlerinde
ksantotoksine karst boyle bir mekanizmayla tolerans gelistirilmis olabilir. Besin ile alinan
ksantotoksin ve bunun boceklerdeki ara metabolizma iiriinleri lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu meydana getirebilecek derecede giiclii bir etkiye sahip olabilir. Bu
nedenle GST enziminin ROT ve diger organik hidroperoksitlerin zararl etkilerini yok etmek
icin bir dereceye kadar aktivitesi yiikselmis daha sonra asir oksidatif stres karsisinda kendisi
de zarar gormiis olabilir (Halliwell and Gutteridge 1999). Besinsel kalitesi diisiik olan dogal
besinlerle beslenen bir lepidopter tiir Lymantria dispar (Linnaeus,1758)’1n orta bagirsaginda
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttig1 ve bu enzim aktivitesindeki artisin farkli larval
evrelere bagli olarak degistigi gozlenmistir (Peric-Mataruga et al. 1997). Benzer sonuglar
farkli prooksidanlara maruz kalan M. domestica (L.), T. ni (Hubn.), Spodoptera eridania
(Stoll) gibi ¢esitli bocek tiirlerinin farkli gelisme evrelerinde de gozlenmistir (Ahmad and

Pardini 1990 b, Zaman et al. 1994, Ahmad et al. 1995).

Antioksidan veya detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin genellikle tiire, gelisme
evresine ve dokuya 6zgii olarak degistigi gdzlenmistir (Ahmad and Pardini 1990 a, Ahmad et
al. 1995). G. mellonella (L.)’'min erginlerinde denenen ksantotoksinin etkisi farkli sekilde
ortaya cikmistir. Ksantotoksinin yiiksek konsantrasyonlar1 genellikle erginlerde MDA ve
protein karbonil miktarin1 arttirirkken GST aktivitesini  diigiirmiistiir. Bu degisimin
konsantrasyona bagli bir sekilde ortaya ¢ikmadigi goriilmektedir. Bu sonuglar denenen
ksantotoksinin lipid peroksidasyonuna sebep olmasi sonucu artan oksidatif strese bagh olarak
etkili oldugunu gostermektedir. Bu caligmada larva sonrasi evrelerdeki enzim aktivitelerinin
degisimleri incelenmemistir. Ancak ksantotoksinin pup ve ergin evrelerdeki yasama ve
gelisme lizerindeki etkilerinin de farkli oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar ksantotoksinin
prooksidan etkisinin ve boOcegin antioksidan savunma sisteminin evrelere gore

degisebilecegini isaret etmektedir. Cesitli insektisitlere maruz kalmis pamuk kurdu Heliothis
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armigera (Hiibner, 1805) ’daki detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin larval ve ergin
evreye gore degistigi bilinmektedir (Leonova and Slynko 1996). Bu sebeple ksantotoksinin
ergin Oncesi evrelerdeki antioksidan veya detoksifikasyon savunma sistemine etkisini

belirlemek amaciyla detayli calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Diger okaryotik organizmalar gibi bocekler de oksidatif radikallerin zararli etkilerinden
korunmak i¢in antioksidan enzim sistemine sahiptir (Ahmad 1992). Boceklerin diisiik
molekiiler agirliga sahip antioksidanlar, peritrofik zar ve cesitli antioksidan enzimlerden
olusan dokuya 6zgii bir antioksidatif savunma mekanizmasina sahiptir (Ahmad 1992, Felton
and Summers 1995, Barbehenn and Stannard 2004). Boceklerde baslica bulunan antioksidan
enzimler SOD, CAT, GPx, GST ve APOX’dir (Ahmad 1995). Bu calismada ksantotoksin ile
beslenen erginlerin glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve GST nin peroksidaz aktifligi
(GSTPx) gibi glutatyona bagimhi diger antioksidan enzimlerin aktiflikleri ile SOD, CAT
aktivitelerindeki degisimler incelenmemistir. Ancak G. mellonella’da ksantotoksine karsi
gosterilen toleransta bu enzimlerin rolii kaginilmazdir. GR oksitlenmis glutatyonu indirgenmis
formuna doniistiiriirken, GPx oksidatif stres sonucu olusan toksik hidroperoksitleri indirger.
Bu ozelliklerinden dolayr GPx ve GR birbirini tamamlayicit enzim ¢ifti olarak is goriir.
Lepidoptera takimina ait tiirler Trichoplusia ni (Hubn.), Papilio polyxenes (Fabr.), Spodoptera
eridania (Stoll) gibi herbivor bocekler, memelilerle karilastirildiginda (Ahmad et al. 1987,
1988, Pritsos et al. 1988) cok diisiikk GPx aktivitesine sahip olduklar1 gosterilmistir. Memeli
dokulan igin tipik olan GPx aktivitesinin boceklerde diisitk olmasi glutatyon transferazin
peroksidaz (GSTPx) aktivitesinin gelisimi gibi 6zel biyokimyasal adaptasyonlara neden
olmustur. Weinhold et al. (1990) bahsedilen 3 lepidopter tiirii 7. ni (Hubn.), P. polyxenes
(Fabr.), S. eridania (Stoll)’da glutatyon-S-transferazin konjugatif ve peroksidatif aktivitesini
belirtmislerdir. Lukasik ve Golawska (2007) tahil afiti Rhopalosiphum padi (Linnaeus, 1758)
ve Sitobion avenae (Fabricius, 1775)’de GSTPx aktivitesinin varligin1 belirtmislerdir.
Monofaj tohum afiti igin belirlenen GSTPx aktivite seviyesi, c¢esitli prooksidant
allelokimyasal iceren bitkilerle beslenen 7. ni (Hubn.) i¢in tespit edilen GSTPx aktivitesi ile
kiyaslanabilir diizeydedir. Ancak, 7. ni (Hubn.)’ye gore daha yaygin polifaj 6zellik gosteren S.
eridania (Stoll)’da GSTPx aktivitesi daha yiiksektir. Diger calisilan lepidopter bdcekler
arasinda siyah Kirlangickuyruk kelebegi Papilio polyxenes’de 2-5 kat daha yiiksek GSTPx
aktivitesi tespit edilmistir (Weinhold et al. 1990). Bu durum muhtemelen, ksantotoksin gibi,
fotodinamik prooksidantlarca zengin olan Rutaceae ve Apiaceae bitki ailelerine ait tiirlerde

beslenmek icin 6zellesmis P. polyxenes (Fabr.) i¢in karakteristiktir (Downum 1986, Downum
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and Rodriquez 1986). GR enzimi icin benzer sonuglar tahil afitleri ve belirtilen lepidopter
tirler 7. ni (Hubn.), P. polyxenes (Fabr.), S. eridania (Stoll) larvalarinda da elde edilmistir.
Lukasik (2007) o-dihidroksifenol ile beslenen tahil afitlerinde diger antioksidan enzimler
stiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitesinin yaprak 6giitiicii lepidopter larvalardakinden ¢ok
daha diisiik oldugunu gostermistir. G. mellonella ile yapilan bu calismada ksantotoksinin
yitkksek konsantrasyonlarda bocegin yasama oranini, esey oramimi diisiirdiigli, disi Omiir
uzunlugunu kisalttigi, gelisme siiresini geciktirdigi, yamurta verimi ve agilma oranini azalttig
goriilmiistiir. Ayrica besine ilave edilen bu giiclii prooksidan bitki allelokimyasali erginlerin
lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyini yiikseltmis, GST aktivitesini 6nemli
derecede diisiirmiistir. GST enziminin aktivitesinin artan lipid ve protein hasarin1 gosteren
yitksek MDA ve protein karbonil karsisinda diismesi enzimin artan konjugatif iglevinin asir
oksidatif hasar1 yok etmede yetersiz kalmasinin sonucu olabilir. Diger taraftan asir
ksantotoksin toksisitesi karsisinda GST nin yetersiz kalmasi bu enzimin peroksidaz aktifligini
artirmis olabilir. Bu goriis hidroksamik asit ve o-dihidroksifenol gibi gibi tahil
allelokimyasallar1 ile beslenen afit dokularindaki yiiksek GR ve GSTPx seviyesinin,
muhtemelen glutatyon-S-transferazin yiiksek konjugatif aktivitesi ile baglantili oldugunun
ileri siiriilmesi (Leszczyiiski and Dixon 1992, Leszczyiiski et al. 1994, Laskowska et al. 1999,
Lukasik 2006) ile destek bulmaktadir.

Bizim sonuglarimizla zit olarak bazi afit tiirlerinde antioksidan enzim aktiviteleri oldukga
yitkksek bulunmustur. Bu tiirler konak bitkilerde koloni olusturduklarindan biiyiik 6lgiide
cesitli bitki allelokimyasallar1 ile temas halinde olabilirler (Lukasik 2006, 2007). Diger
taraftan quersetin gibi prooksidan bitki allelokimyasalina maruz kalan bazi lepidopter
boceklerin GST aktifligi yalmzca GSTPx aktivitesi ile telafi edilmeyip, metabolizmasi
sirasinda diger detoksifikasyon enzimlerine ve enzimatik olmayan oksidasyona da baglidir

(Pritsos et al. 1988).

G. mellonella (L.) larvalarinin denenen ksantotoksin ile beslenmesi sonucunda GST enziminin
aktivitesindeki azalma besinsel ksantotoksin konsantrasyonlarinin prooksidatif etkilerine ve
yitkksek ksantotoksin konsantrasyonlarinda ortamdaki indirgenmis glutatyon miktarinin
diismesine de bagli olabilir. Prooksidan o-dihidroksifenollere maruz kalan tahil afitlerinde
oksidatif stresin gostergeleri olarak protein tiyol gruplarinin ve glutatyonun azaldigi tespit
edildiginden (Lukasik and Leszczynski 2005, Lukasik 2006) dolayr bu goriisiin dogru

olabilecegi goriinmektedir. Summers ve Felton (1994), kafeik asit ve klorojenik asit gibi o-
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dihidroksifenollerin toksik etkisinin, prooksidan etkilerinin farkli olmasi ile ilgili olabilecegini

one surmiistiir.

GSTPx ve GR aktivitesinde bitki fenolik bilesiklerinden kaynaklanan benzer azalmalar,
lepidopter larvalan (Pritsos et al. 1988, Ahmad et al. 1988, 1989, Ahmad and Pardini 1990 b,
Lee 1991) ve cekirgeler (Barbehenn 2002) i¢in de kaydedilmistir. Tahil afitlerinde, siiperoksit
dismutaz ve katalaz gibi diger antioksidant enzimlerin aktiviteleri iizerine o-

dihidroksifenollerin 6nleyici etkisi de gosterilmistir (Lukasik 2007).

GST enzim aktivitesinin yiiksek ksantotoksin konsantrasyonlarinda inhibisyon mekanizmasi
tam olarak bilinmemektedir. Diger taraftan bir bitki allelokimyasallar1 fenolik maddeler,
bircok enzimin inhibitorleri olarak bilinir ve enzim inaktivasyonu hidrojen veya kovalent
baglar ile fenollerin proteinler ile kompleks olusturmalarindan dolayi olabilir (Van Sumere et
al. 1975). Ahmad ve Pardini (1990a) tarafindan fitofaj bocekler igin ileri siiriildiigii gibi
antioksidan enzimlerin diger bir inhibisyon mekanizmasi, fenolik bilesikleri gibi bitki
allelokimyasallan tarafindan iiretilen ¢ok reaktif semikinon radikallerinin, proteinler ve farkli
katalik merkezli ve kofaktor ihtiyagh enzimleri capraz baglamasi ile ilgili olabilir (Ahmad and
Pardini 1990 a). Ek olarak, oksijenli ortamda olusan radikaller hidrojen peroksit ve hidroksil
radikallerine doniistiiriilebilen siiperoksit anyon radikalleri olusturur. Bu durum sonugta,
organik hidroperoksitlerin olusumu ve lipid peroksidasyonuna neden olabilir (Pritsos et al.

1990).

Bu ¢alismadan elde edilen sonuclara gore ksantotoksinin erginlerde sebep oldugu oksidatif
hasara baglh olarak antioksidan savunma sistemini bozmasi sonucu bocegin yasama, gelisimi
ve bazi ergin Ozellikleri iizerinde olumsuz etki gosterdigi anlasilmaktadir. Ksantotoksinin
denenen en yiiksek konsantrasyonlarinda GST enziminin aktivitesindeki azalma, MDA ve
protein karbonil miktarindaki yiikselme ile birlikte yasama oraninin ve Omiir uzunlugunun
azalmasi, gelisim siiresinin uzamasi, yumurta verimi ve acilma oraninda diisme bu diisiinceyi
destekleyen 6nemli sonuglardir. Ksantotoksinin diisiik konsantrasyonlarinda ise genelde GST
aktivitesinin bazal seviyesinin artisi, erginlerin oksidatif strese bir adaptasyon davranisi
gostermesi sonucu olabilir. Ksantotoksin yiiksek miktarlarda GST enziminin aktivitesi
tizerindeki bu onleyici etkisini oksidatif stresi artirarak gostermis olabilir. Ergin dokularinda
artan oksidatif stres ile ters orantili olarak GST aktivitesinin Onemli derecede diismesi bu

goriisii desteklemekte olup G. mellonella (L.) larvalariin bitkisel kaynakli bitki prooksidan
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maddeleri ile bulagsmas1 sirasinda biyokimyasal adaptasyonundan sorumlu olabilecegi ileri
suiriilebilir. Bitkisel allelokimyasallar ile beslenen diger bocekler ile ve bu calismada G.
mellonella (L.) ile elde edilen sonuglar ksantotoksinin bocegin ergin biyolojik etkinlik
parametreleri iizerindeki olumsuz etkisinde oksidatif stresin onemli rol oynadigimi acikg¢a
gostermektedir. Bitkisel allelokimyasallarin boceklerin farkli evreleri iizerinde gosterdigi
toksik etki mekanizmasinin tam olarak anlagilmasi zararli boceklerin konak bitkiler ile
etkilesimlerinin fizyolojik, biyokimyasal ve ekolojik temeli hakkinda daha fazla bilgi

edinmemize sebep olacaktir.
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