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Biiyilkk bal mumu giivesi Galleria mellonella (Linnaeus 1758) yapay besin ortaminda
beslenerek borik asitin bocegin ergin yasama orani, esey orani, ergin disi ve erkek Omiir
uzunlugu, yumurta verimi, acilma oram ile yumurtalarinda oksidatif stresin 6nemli
indikatorleri lipid peroksidasyonu iiriinii malondialdehid (MDA) ve protein oksidasyonu
tiriinii protein karbonil miktarlar ile detoksifikasyon enzimi glutatyon-S-transferaz (GST),
aktivitesi iizerine etkisi laboratuvar sartlarinda incelendi. Bocegin birinci evre larvalari 156,
620, 940, 1250 ve 2500 ppm borik asit iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi.
Kontrol besine gore borik asitin denenen konsantrasyonlarini iceren besinler bocegin ergin
olma oram ile erkek ve disi oranim1 6nemli derecede diisiirmiistiir. Borik asitin en yiiksek
konsantrasyonu (2500 ppm) ergin evreye ulasan birey sayisin % 81,9 + 4,55’den % 12,4 +

1,20’e azaltmustir.
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OZET (devam ediyor)

Bu konsantrasyon erkek oranim1 % 38,9 + 12,88’den % 6,9 + 1,20’ye disi oranini ise % 43,00
+ 10,64°’den % 5,5’e indirmistir. Borik asiti iceren besinler erkek erginlerin émiir uzunlugu
iizerinde 6nemli derecede etkili olmamistir. Buna karsilik borik asitin 940 ppm’i disi Omiir
uzunlugunu 7,8 £+ 1,52 giinden 12,1 + 1,92 giine yaklasik ortalama 4 giin siire ile dnemli
derecede uzatmistir. Borik asitin denenen en yiiksek konsantrasyonu 2500 ppm ise ergin disi
Omiir uzunlugunu 4,7 + 0,21 giine 6nemli derecede kisaltmistir. Borik asitin 940 ppm’i ile
yetistirilen disilerin yumurta verimi énemli derecede azalmig olup yumurta sayist bir giinde
disi bagina 85,7 £ 12,62 den 28,4 + 9,11’e azalmistir. Borik asitin 620 ve 940 ppm’ini iceren
besinler yumurtalarin acilma oranin1 % 90,0 £ 2,13’den sirasiyla % 60,3 + 2,48 ve 59,1 +
6,18’e kadar diisiirmiistiir. Borik asitin denenen yiiksek konsantrasyonlarinda (1250 ve 2500

ppm) disiler yumurta birakmamustir.

Borik asitin en diisiik miktar1 (156 ppm) MDA miktarin1 ve GST aktivitesini 6nemli derecede
etkilemezken, protein karbonil miktarin1 yaklagik iki kati oraninda ©nemli derecede
artirmistir. Borik asitin 620 ppm’ini iceren besin MDA miktarim1 0,01 + 0,002°’den 0,03 +
0,010 nmol/mg proteine ii¢ kat1 oraninda 6nemli derecede yiikseltmistir. Borik asitin 620 ve
940 ppm konsantrasyonlart GST aktivitesini onemli derecede diisiirmiislerdir. Besine 940
ppm borik asit ilave edilmesi GST aktivitesini 0,25 = 0,047°den 0,09 = 0,015 pmol/mg

protein/dk’ya diistirmiistiir.

Bu calisma bocegin ergin biyolojik o©zellikleri ile yumurtalarin oksidatif durum ve
detoksifikasyon kapasitesinde borik asitin konsantrasyonlarina bagimli degisimler oldugunu
gostermistir. Elde edilen sonuglar ayn1 zamanda bu biyolojik ve oksidatif etkilerin borik asitin
denenen konsantrasyonlar1 tarafindan meydana getirilen oksidatif stresin diizeyine gore

degisebilecegini gostermistir.
Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Borik asit, yasama orani, Malondialdehid, protein

karbonil, Glutatyon-S-transferaz

Bilim Kodu: 401.02.01
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The effects of boric acid (BA) on adult survivorship, sex ratio, male and female adult
longevity, fecundity, hatchability, and 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 in the eggs of
greater wax moth Galleria mellonella (L.) were investigated by rearing the first instar larvae
on artificial diets in the laboratory condition. The insect was reared from first-instar larvae on
an artificial diets as a bait, containing BA at 156, 620, 940, 1250 or 2500 ppm to adult stage.
Relative to the control, the diets containing BA concentrations significantly resulted in
decreased adult survivorship, male and female sex ratio. The highest BA concentration (2500

ppm) significantly decreased adult yields from 81.9 £ 4.55% to 12,4 + 1.20%.



ABSTRACT (continued)

This concentration decreased the male ratio from 38.9 + 12.88% to 6.9 + 1,20%, female ratio
from 43.00 + 10.64% to 5.5%. Dietary BA concentrations had no significant effect on male
adult longevity. However, 940 ppm BA significantly prolonged the female adult longevity by
about 4 days from 7.8 + 1.52 to 12.1 £ 1.92 days. Female adult longevity was significantly
shortened to 4.7 + 0.21 days by 2500 ppm BA. Females from 620 ppm boric acid treatment
did not show reduced fecundity (mean cumulative number of eggs laid per female per day),
but fertility as measured by the precentage of eggs hatched was significantly reduced
compared with untreated control insects. The egg number of females reared on 940 ppm BA
was significantly lowered from 85.7 £ 12.62 to 28.4 + 9.11. The diets with 620 or 940 ppm
significantly decreased percentage of eggs from 90.0 + 2.13% to 60.3 £ 2.48 and 59.1 £
6.18% respectively. The females reared on BA at 1250 or 2500 laid no eggs.

The lowest BA concentration (156 ppm), had no significant effect MDA content and GST
activity while this BA concentration significantly resulted in increased PCO by about 2-fold
in comparison to control. BA at 620 ppm significantly increased MDA content by about 3-
fold. Dietary 620 or 940 ppm BA significantly resulted in decreased GST activity. Addition of
940 ppm BA into diet decreased GST activity from 0.25 + 0.047 to 0.09 + 0.015 pmol/mg

protein/min.

This study showed a concentration-dependent variation in adult biological traits, and
oxidative status and detoxification capacity of eggs. The results also showed these biological
and oxidative effects might be altered in response to the perceived levels of boric acid-
induced oxidative stress. We concluded that the lethal and sublethal effects of BA are likely to
have a significant impact on fecundity and fertility as well as other adult biological traits of

pest insects.

Keywords: Galleria mellonella, Boric acid, survivorship, Malondialdehyde, protein carbonyl,

Glutathione -S-transferase

Science Code: 401.02.01
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BOLUM 1

GIRIS

Tiim canhlarda dogrudan sinir sistemine etkili olan organofosfatli bilesikler gibi cesitli
kimyasal insektisitlerin zararli boceklerin kimyasal miicadelesinde kullaniminin artisi, ¢evre
ve hedef olmayan diger canlilar agisindan 6énemli bir tehdit unsuru olusturmaktadir (Bhavan-
Saravana and Geraldine 2001, Fenske et al. 2002). Ayrica zararli boceklerle miicadelede
sentetik analoglar, drnegin jlivenil hormon analogu, priproksifen (Sumilaru 0,5 G), sentetik
pretroidler, D-fenotrin (Neosumi NS), sipermetrin (Cypermethrin, Cyper) ve karbamat grubu
kimyasallar gibi cevreye zararh etkisi olan insektisitler hala kullanimdadir (He et al. 2002).
Bu insektisitlere karsi boceklerin direng gelistirdigi bilinmektedir (Barata et al. 2001,
Anderson and Zhu 2004). Ayrica malatyon gibi organofosfath insektisitlerin genis bir alanda
kullanimi 6nemli cevresel ve toplumsal sorunlara yol agmaktadir. Bu amacla son ¢alismalar
hedef olmayan yararli bocekler, insan ve diger canlilara kars1 tokisisitesi diisiik ve dogrudan
etkisi bulunmayan bor bilesiklerinin alternatif kimyasal miicadele yontemlerinde kullanilmasi

izerine yogunlagmistir.

Bor (B) bitkiler (Warington 1923) ve hayvanlar (Ford et al. 1998, Rowe et al. 1998, Park et al.
2004) i¢in temel bir mikrobesin kaynagidir. Bitkilerde borat hiicre i¢i baglanma ve hiicre
yapisinin devami igin gerekli olan hiicre duvarinda bulunan pektik polisakkarit
ramnogalakturonan II ile ¢apraz bag yapar (Ishii and Matsunaga 1996, Kobayashi et al. 1996,
O’neill et al. 1996). Borun hayvanlardaki kesin rolii acik olmamasina ragmen bor eksikliginin
Afrika penceli kurbagas1 Xenopus laevis (Daudin 1802)’in embriyodan larva gelisimine dogru
sindirim kanali ve gozlerinde anormal gelisime sebep oldugu gosterilmistir (Ford et al. 1998).
Bor aym1 zamanda mayanin (Saccharomyces cerevisiae) (Meyen ex E.C. Hansen, 1883)
normal ¢ogalabilmesi i¢in gereklidir (Bennett et al. 1999). Bu amacla gerekli borun hiicrelere

saglanabilmesi i¢in besin ile alinan borun taginmasinin diizenlenmesi gereklidir.



Borun zarmm bir tarafindan diger tarafina taginmasinda (transmembran tasinma) ii¢ yol
belirlenmistir. Birka¢ yil Oncesine kadar plazma zar boyunca borun pasif diffiizyon ile
tasindig diisiiniilmekteydi (Hu and Brown 1997). Son zamanlarda baslica intrinsik protein
(MIP) ile kolaylastirilmis borun gecirgenligi ve bir tasiyici aracilifiyla aktif bor taginmasi
belirlenmistir. Dordas et al. (2000) X. laevis (Daudin) yumurtalarinin borik asit alim1, misir
bitkisinden izole edilen bir MIP olan PIP1’in cRNA’sinin enjeksiyonu ile kolaylastirilmigtir.
Bu yumurta hiicrelerini kullanarak Arabidopsis thaliana (Linnaeus Heynhold 1842) kokenli
diger MIP proteinleri, PIP1b, PIP2a ve PIP2b proteinlerinin borik asit alimini artirdigi
gosterilmistir (Nuttall 2000). A. thaliana (L. Heynh.)’da plazma zarinda bor elementini hiicre
disina atmak icin bir tasiyic1 protein olan BOR1 son zamanlarda tespit edilmistir (Takano et
al. 2002). S. cerevisiae’deki homolog protein SCBOR1’in bor elementini hiicre disina tagiyan
bir tasiyici protein oldugu bilinmektedir. Ayrica memelilerde bulunan bir AtBOR1 homolog
proteini olan NaBCl, Na™ ile eslesen bir bor tagiyici protein olarak is gordiigii tespit edilmistir.
BORI1 geninin homologu maya, bitki ve memelileri i¢eren bir¢ok organizmada bulunmustur
(Park et al. 2004). Yiiksek miktarlardaki borun kendi tasiyici proteini BOR1’1 parcaladigi
tespit edilmistir. 10 mM borik asit Arabidopsis’de oldiiriicii oldugu halde, S. cerevisiae 80
mM bor bulunan ortamda yasayabilmektedir ve bu 6zelliginden dolay1 bora toleransh bir
organizma olarak kabul edilir. Mayada bor tasiyic1 protein BOR1 hiicre zarinda bulunur.
BORT1’e ilaveten DUR3 ve FPS1 proteinleri de mayada bor toleransi ile ilgilidir. DUR3
plazma zarinda bulunan bir protein olup iire ve poliamin tasinmasinda gorevlidir. FPS1 ise
ana intrinsik protein olup gliserol, asetik asit, arsenit ve antimonit taginmasinda rol oynar. Bu
iki protein mayada bor iizerine zit etki yapar. FPS1’in sentezlenmesi protoplazmadaki boru
dusiiriirken, DUR3 proteini ise bor miktarinda hafif artisa sebep olur. ATR1 geni mayada bor
tolerans geni olarak belirlenmistir. Bu genin iiriinii ilag-H" antiportu olan DHA?2 ailesinin bir
iyesi olup zar1 boydan boya 14 defa gecen bir transmembran proteinidir. Mayada yapilan bir
caligmada ATR1 genin iiriinii arttiginda bora kars1 asir1 derecede direng gelistigi hiicre i¢i bor
seviyesinin diistiigii gozlenirken, ATR1 geninden yoksun hiicrelerde bora 6nemli derecede

hassasiyet geligsmis ve hiicre ici bor seviyesi artmistir (Kaya et al. 2009).

Borik asit bor elementinin bir tiirevidir. Bor minerali ilk defa 1808 yilinda izole edilmistir.
Dogada oksijenle birlikte boraks halinde bulunur. Onemli bilesikleri borik asit ve borakstir.
Suda kolay eriyen borik asit kokusuz, ugucu olmayan, beyaz kristal graniiller veya toz
halindedir ve uzun siireden beri hamam bdcegi basta olmak iizere kapali alanlardaki insan ve

hayvan saghigm dogrudan ya da dolayli tehdit eden bdoceklerin miicadelesinde



kullanilmaktadir (Lang and Treece 1972, Ebeling 1995). Bocegin metabolizmasi izerinde bir
mide zehiri gibi etkisini gosteren borik asit son zamanlarda inorganik insektisit olarak
kullanimdaki yerini almaya baglamistir. Bu madde 6n (foregut) ve orta bagirsaga (midgut)
zarar verdiginden besin alinmasini ve alman besinin sindirilmesini Onleyerek bdcegin
Olmesine sebep olmaktadir (Cochran 1995). Borik asitin boceklerdeki etki mekanizmasi tam
olarak ortaya cikarilmamis ancak bor mineralinin sindirim islemini bozarak bdcekleri
oldiirdiigii bilinmektedir. Bu durum bocegin yasama ve gelisimi icin gerekli olan besinsel
ihtiyacini karsilayamamasina sebep olmaktadir. Borat iyonlar ayni zamanda bir¢ok islevsel
organik grup ve seker alkolleri ile gii¢lii kompleksler olustururlar (Williams and Atalla 1981,
Hu et al. 1997). Diger taraftan borun hiicreler arasindaki baglant1 bolgelerini tahrip ettigi
bilinmektedir (Klotz et al. 2000). Ayrica borik asitin zararlilarla miicadelede kullanilmasinin
diger nedeni kisirlastirict etkisinden dolay1 bocegin ¢ogalmasini 6nlemesidir (Borkovec et al.
1969, Settepani et al. 1969, Zhou and Le Patourel 1990). Borik asit ayn1 zamanda besinle
kanstirldiginda bdcegin besin almasini uyarir. Bunun sonucunda tiiketilen besin miktarinin
artmasi ile alinan borik asit miktar1 da artar. Borik asit 6zellikle bal arilar1, kus, balik, sucul
omurgasizlar ve biyolojik kontrol ajani yararli boceklere ve memelilere kars1 toksik etkisi cok
dusiiktiir (Weir and Fisher 1972). Fosfor ve kalsiyum bdoceklerin larval evresi igin oldukga
onemli besinsel elementlerdir. Borik asit ve sodyum tetraboraks kalsiyum, magnezyum, bakir
ve fosfor gibi besinsel elementlerin metabolizmasin etkiler. Besindeki bor tiirevleri hizli ve
tam olarak absorbe edilir. Besinle alinan bor minerali ya alinir alinmaz ya da absorpsiyondan
hemen sonra borik asite (HsBOs;) doniistiiriiliir. Borik asit yiiksek konsantrasyonlarda
karbohidratlar (monosakkarit ve polisakkaritler), niikleotidler (adenozin monofosfat, NAD) ve
vitaminler (askorbik asit, pridoksin ve riboflavin) ile kompleks olusturarak bu besinsel

molekiillerin yeterli derecede alinmasim 6nler (Xue and Barnard 2003).

Borik asitin zararli boceklerle miicadelede insektisit ve bocek uzaklastirici, tropikal
meyvelerde fungisit olarak kullanilmasina Amerika’da uzun siireden bu yana izin verilmis ve
tescil edilmistir. Borik asit ve farkl tiirevlerini i¢eren insektisitlerin cogu Amerika ve Avrupa
tilkelerinde Perma-Dust PT240 (Borik asit), Dragon (% 99 ortofosforik asit ve % 1 etkisiz
bilesen), Bora-care ve Timbor veya Bora care (Sodyum borat, disodyum oktaborat tetrahidrat)
gibi bir¢ok ticari isimlerle satisa sunulmus olup emulsifiye edilebilir, sulandirilabilir ve
¢coziinebilir toz seklinde ya da mikrokapsiillenmis halde kullanima hazir olarak temin
edilebilir. Zararlilarla miicadele ile ilgilenen uzmanlar bu insektisitleri agag¢lar1 enfekte eden

baz1 kin kanath boceklerin kontrolii ve bu agaclarin belli bir bolgesinde termitler tarafindan



verilebilecek zarar1 Onlemek i¢in yaygin olarak kullanmaktadir. Diger taraftan, sodyum
tetraborat piiskiirtme (spray) seklinde meyve sinegi Anastrepha suspensa (Loew, 1862) gibi
ekonomik kayiba yol acan tarimsal zararlilarin kontroliinde ¢evre ve hedef olmayan canlilara
olduk¢a toksik olan organofosfath insektisitlere karsi giicli bir alternatif olmustur. Son
zamanlarda calismalar, besi hayvam yetistirme ciftliklerinde bu hayvanlara dogrudan zarar
veren ya da yemleri araciligtyla cesitli hastaliklarin bulagsmasina sebep olan vektor boceklerle

miicadele yontemlerine yogunlasmistir (Zurek et al. 2003).

Bazi zararli boceklerin miicadelesinde hedef olmayan diger canlilara kars1 diisiik toksisiteye
sahip, ucucu olmayan inorganik insektisitler borik asit ve tiirevleri sodyum tetraborat
(boraks), disodyum oktaborat tetrahidratin seker cozeltileri ile olusturuldugu karisimlar
kullanilmistir. Sodyum tetraboratin % 0,1’lik konsantrasyonu tropik meyvelere zarar veren A.
suspensa (Loew) nin 6liim oranini artirmis, tiremesini yavaglatmistir (Yang et al. 2000 b).
Ayn1 maddenin % 0,5’lik ¢6zeltisi yumurta iiretimi ve agilimim azaltmistir. Laboratuvar
sartlarinda yapilan ¢alismalar borik asitin % 1’lik ¢ozeltisinin % 10’luk siikroz ¢ozeltisi ile
karisiminin bir sivrisinek tiirii, Aedes albopictus (Skuse 1894) populasyonunu % 98 oraninda
azaltigin1 ortaya cikarmistir (Xue and Barnard 2003). Tiirkiye’de zararhilarla yapilan
miicadele calismalarinda halk arasinda geleneksel olarak kullanilan borik asitin inorganik
insektisit olarak ticari formiilasyonlar1 tarim zararlilar1 ve hasere ilaglan iireten firmalarda

bulunmamakta olup profesyonel anlamda kullanilmaktadir.

Amerika’da borik asitin etkinliginin degerlendirilmesine yonelik bir pilot program
kapsaminda askeri tesislerde borik asitin aylik sprey yontemi ile uygulanan klorpirifos
(Dursban®)’dan daha etkili oldugu bulunmustur. Amerika’da okul kafeteryasinda hamam
bocekleri ile miicadelede entegre zararli miicadelesi (Integrated Pest Mangement, IPM) ile
birlikte ¢atlak, yarik ve kovuklara borik asit uygulanmasi sonucunda bir kovukta bir borik asit
tuzagindaki bocek miktar1 ii¢ ay icerisinde 40’dan 3’e kadar inmistir. Tek borik asit
uygulamasi ile iki yil boyunca bu oran muhafaza edilmistir. Ayn1 miktarda Dursban® ile
kontrol caligmalarinda iki defa uygulama gerekmektedir. Bu insektisit ile miicadelede
insektisitin bir ¢cok defa uygulanmasi dikkate alindiginda borik asitin iicret olarak daha

ekonomik oldugu anlasilmaktadir (Daar 1988).

Apis mellifera (Linnaeus 1758)’nin besinine 2,5 ve 7,5 mg/g (mg/g besin) oraninda ilave

edilen borik asit, kontrol grubuna gore isci larvalarin 6lim oranmim ilerleyen giinlere gore



artirmis olup borik asitin 2,5 mg’1 5. ve 6. giinde larvalar1 % 100 oraninda oldiiriirken, 7,5
mg’da 4. giinde % 100 6liim oranina ulasilmistir (Cruz et al. 2009). Bu calismada 151k
mikroskobi analizleri besine 1,0 ve 2,5 mg borik asit ilave edildiginde orta bagirsak
hiicrelerinde sitoplazmik vakuollesmenin basladigini, 7,5 mg borik asitte ise yoZun bir
vakuollesme oldugunu gostermistir. Ayrica yag doku hiicrelerinde piknotik ¢ekirdekler ile
birlikte hiicre fragmantasyonlar1 goriilmiistiir. Ultrayap1 analizi ile ilgili olarak yapilan
taramali elektron mikroskop calismalar1 ise 7,5 mg borik asitin mitokondrilerin bazi
bolgelerinde elektron yogun graniillerin olusumuna, mitokondrilerin hacimlerinde artistan

dolay1 tipik morfolojik yapilarinda bozulmaya sebep oldugunu gostermistir (Cruz et al. 2009).

Borik asitin tek basina ya da borik asitin ¢esitli biyolojik kontrol ajanlar1 entomopatojenik
bakteri ve viriisler ile karisim halinde cesitli zararli boceklerin miicadelesinde kullanimi
caligmalar1 ¢ok eskilere dayanmaktadir. Borik asitin besinler ile karisim halinde, kara
sineklerin ve Alman hamam bdceginin miicadelesinde oldukga etkili oldugu 1940’larda tespit
edilmistir (Midgley and Dunklee 1943, Bare 1945). Doane ve Wallis (1964) Bacillus
thuringiensis (Berliner 1715)’in patojenitesi iizerine etkisini arastirdiklart bir¢ok kimyasal
arasindan borik asit ve B. thuringiensis (Berl.)’in bir kombinasyonunun kir tirtili tiirii
Prothetria dispar (Linnaeus) larvalarinin 6liim oranimi artirdigini tespit etmislerdir. Bazi
termit tiirleri, Microcerotermes championi (Snyder), Odontotermes obesus (Rambur 1842) ve
Bifiditermes beesoni (Gardner 1944)’ye kars1 % 1’lik borik asit tarafindan B. thuringiensis
(Berl.)’in patojenitesini artirmaya yonelik ¢alisma yapilmistir (Khan 2006). Bu calismada %
I’lik borik asitin tek basina bu termit tiirlerine toksik etki yaptig1 belirlenirken, % 1°lik borik
asit ve belirli dozlarda B. thuringiensis (Berl.) karisimi ile beslenen boceklerde 6liim oraninin
onemli derecede arttig1 tespit edilmistir. Bu inorganik insektisitin B. thuringiensis (Berl.) ve
baz1 bakuloviriislerin bocekler tizerindeki aktivitesini artirdig tespit edilmistir (Shapiro and
Bell 1982, Morris et al. 1995). Ornegin, soya fasiilyesi zararlisi, Anticarsia gemmatalis
(Hiibner 1818)’in niikleopolihedroviriisiiniin 6ldiiriicii konsantrasyonu (LC), bu viriis borik
asitin % 0,045’lik konsantrasyonu ile birlikte denendiginde onemli derecede diigmiistiir
(Morales et al. 1997). Benzer sonuglar % 0,5 ve % 1 oraninda borik asitin Lymantria dispar
(Linnaeus 1758) ve Spodoptera litura (Fabricius 1775)’nin niikleopolihedroviriisleri (NPV)
ile hazirlanan karisimlarindan da elde edilmistir (Shapiro and Bell 1982, Chaudhari 1992).
Cisneros et al. (2002) Spodoptera frugiperda (Smith 1797) niikleopolihedroviriis (stMNPV)’ii
ile birlikte bir fagostimiilant ya da viriis etkisini artiric1 bir madde olarak borik asiti kullanarak

bu viriisiin S. frugiperda (Smith) lizerinde Oldiiriicii etkisini artirmaya calismistir. Bu



caligmada borik asitin % 0,5 ve % 1’lik konsantrasyonlar1 tek basina S. frugiperda (Smith) nin
O0lim orani iizerine etkili olmamistir. Borik asit % 1’lik konsantrasyonun iizerindeki
konsantrasyonlarda viriisiin belirli konsantrasyonu (80 OB s/mm?) ile karistirilldiginda, viriisiin
bdcegin ikinci evre larvalan iizerindeki 6ldiiriicii etkisi viriisiin tek basina sebep oldugu 6liim
oranina gore énemli derecede artmistir. Ayn1 ¢alismada yapilan arazi denemelerinde viriis ve
% 1 borik asit igceren misir unu graniillerinin musir bitkisine uygulanmasinin da viriisiin tek
basina uygulanmasina gore bocegin Oliim oraninin 6nemli derecede arttigi goriilmiistiir.
Cisneros et al. (2002) aym calismada laboratuvar ortaminda % 1 ve % 4 borik asit iceren
misir unu graniillerinin Dermaptera takimina ait tiir olan kulaga kacan Doru taeniatum (Dohrn
1862)’a kars1 toksik olmadigini belirlemistir. Diger taraftan, ayn1 arastiricilar misir bitkilerine
arazide piiskiirtme yontemi ile uygulanan ayn1 konsantrasyonlardaki borik asitin (% 1 ve % 4)
sentetik insektisitlere (klorpirifos) gore dogal diismanlarin [kulaga kacan bdcekleri, predator
bocekler, predator noropterler ve kin kanathlar, driimcekler, ave sinek larvalar (syrphid)] ya
da diger hedef olmayan boceklerin [(lepidopter larvalari, fitofaj kinkanathilar, tripler ve yaprak

biti kolonileri (afitler)] bulunma oranini 6nemli derecede azaltmadigini gostermislerdir.

Ulkemiz ekonomisine onemli katki saglayan kovan iiriinlerinin 6nemli zararlilar iizerinde
yapilacak bu calisma hem ekonomik Oneme sahip bitkilerin yetistirilmesi hem de hasat
sonrast iiriinlerin saklanmasi sirasinda zararli boceklerin etkilerini ortadan kaldirmaya yonelik
girisimler i¢in yonlendirici olacaktir. Bu ¢aligmada yapay besin ile alinan borik asitin yiiksek
miktarlarinin larvalarin = sindirim sistemini dejenere ederek yeterli besin alinmasini
engelleyecegi diisiiniildiigiinden ergin evreye ulasma oranmi azalacaktir. Diger bir calisma
Alman hamam bocegi Blattella germanica (Linnaeus 1767) {iizerinde yiiksek
konsantrasyonlarda (0,1-0,5 M) siikroz ¢ozeltisi ile hazirlanmis % 1 ve 2’lik borik asit
cozeltisi kullanilarak yapilmistir. Ancak yiiksek seker (0,5 M) ve borik asit (% 2)
konsantrasyonlarmin karigimlart bocegi besinden uzaklastirict ve dolayisiyla besin almayi
Onleyici etki yaparak bocek iizerinde etkili olmamistir. Borik asitin % 1’lik ¢6zeltisi 0,5 M
siikroz ile karistirldiginda ise B. germanica (L.) populasyonunu dnemli derecede diistirmiistiir

(Gore and Schal 2004, Gore et al. 2004).

Borik asitin (inorganik bir madde) Alman hamam bocegi B. germanica (L.)’nmin (Insecta,
Dictyoptera) ilk gonadotrofik dongiisii (0, 2, 4 ve 6. giinler) boyunca iireme iizerindeki etkisi

arastirilmis olup bu inorganik insektisitin her iki ovaryumda da oosit sayisini ve oositlerin



boyutunu azalttig1 tespit edilmistir (Kilani-Morakchi et al. 2005). Ayrica bu ¢alisma borik
asitin yumurtaliklarin protein, lipit ve karbohidrat bilesenlerini 6nemli derecede azalttigim
gostermistir. Borik asit formiilasyonlar sivrisinek gibi halk sagligini tehdit eden ve bazi viriis,
bakteri ve diger hastalik ajanlarinin tasiyicisi birgok bocek ile hamam bdcegi ve karinca gibi
kapal1 alan zararlilarinin kontroliinde de eskiden beri alisilagelmis bir sekilde kullanilmaktadir
(Hayes and Laws 1991, Klotz and Moss 1996, Klotz et al. 1996, 1997 a,b, Xue and Barnard
2003). Bu boceklerin miicadelesinde borik asitin tek basina ya da bazi sekerler ile karisimlar
jel, piiskiirtme veya toz seklinde kapali alanlara uygulanabildigi gibi tarimsal alanlarda
bitkilerin yaprak, kok ve govdelerine de benzer yollar ile uygulanabilmektedir. Fipronil,
hidrametilon, diflubenzuron gibi insektisitlerin besinsel karisimlar1 ile bazi pretroid ve
organofosfat insektisitlerin oldiiriicii olmayan dozlarinin ¢esitli boceklerin miicadelesinde
kullanildiginda borik asite gore hedef bocege verdikleri zarar yaninda cevreye ve hedef
olmayan organizmalara da zararli olduklar tespit edilmistir (Zhang et al. 1990, Budia and
Vinuela 1996, Nath and Kumar 1999, Ulloa-Chacén and Jaramillo 2003). Borik asitin %
10’luk seker c¢ozeltisi i¢inde % 0,5°’lik besin karisimu hayalet karinca Tapinoma
melanocephalum (Fabricius 1793)’nin isci, kralige erginleri ile larva ve puplarm ii¢ hafta
sonunda % 100 oraninda oldiirmiistiir. Fipronilin % 0,05 konsantrasyonu ilk hafta icinde bu
karinca tiiriiniin tiim kolonilerini 6ldiirmiis, hidrametilonun % 2 konsantrasyonu ise
kolonilerin % 83’iinii dordiincii haftanin sonunda 6ldiirmiistiir (Ulloa-Chac6n P and Jaramillo

G 12003).

Canlilarin kimyasal maddeler veya cevre kirliligine neden olan maddeler gibi cesitli yabanci
maddelerin etkileri altinda kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla
metabolik olaylarin bozulmasina neden olur. Canlilarda oksijen bulunan bir ortamda cesitli
fiziksel ve kimyasal etkenlerle oksijen radikalleri yapilabilir. Ozellikle oksijenin metabolize
edildigi canhlarda 6nemli derisimlerde radikal tiretimi gerceklesir. Oksijen radikalleri dig
kaynakl1 (ekzojen) ve i¢ kaynakli (endojen) olarak olugmaktadir. Normal metabolik olaylar
sirasinda ara {iriin olarak olusabilmektedir. Bu radikaller belirli seviyenin iizerine ¢iktigi
zaman canli icin ciddi tehlikeler olusturmaktadir. Serbest oksijen radikalleri sahip olduklar
paylasilmamis elektronlarindan dolay1 oldukg¢a reaktif atom ve molekiillerdir. Bu radikaller
hiicre zarinin doymamis yag asitleri, protein bilesimi {izerine zarar vermektedir (Halliwell
1994, Heinle and Betz 1994). Serbest radikallerin zar ile etkilestigi durumda enzimler,
hormonlar ve norotransmiter maddeler olumsuz yonde etkilenmektedir. Patofizyolojik

durumlarda iiretilen serbest oksijen radikalleri boceklerde de antioksidan sistemler ile



uzaklastirilir (Felton and Duffey 1991, Felton and Summers 1995, Krishnan and Sehnal
2006). Omurgalilarda oldugu gibi boceklerde serbest oksijen radikallerinin yapmis oldugu
hasar1 Onleyen enzimatik ve enzimatik olmayan savunma sistemleri vardir. Enzimatik
sistemin baglicalar siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-S-transferaz (GST) enzimleridir (Ahmad et al. 1989,
1991, 2005, Ahmad 1992, Kono and Shishido 1992, Krishnan and Kodrik 2006). Bunlarin
yaninda, Helicoverpa zea (Boddie 1850) tiiriiniin larva evresinde antioksidan enzim askorbat
peroksidazin (Mathews et al. 1997) ve Drosophila’da ise tiyoredoksin peroksidazin (Missirlis
et al. 2003) varlig1 tespit edilmistir. Ayrica olusan serbest radikaller sonucu hiicre zarinin ve
diger hiicresel lipid yapisinin bozulmasiyla lipid peroksidasyonu olarak tanimlanan bir dizi
reaksiyon gerceklesir ve sonucta aldehit tiirevleri ozellikle malondialdehit (MDA) olusur.
MDA miktariin yiikselmesi lipid peroksidasyonu seviyesinin onemli bir gostergesidir

(Ahmad et al. 1995, Mano et al. 1995, Krishnan et al. 2009).

Lipid peroksidasyonu hem reaktif oksijen tiirleri (ROT) aracilikli tepkimelerle meydana gelen
hem de kendisi ROT iiretimine neden olan bir olaydir. Lipid peroksidasyonu hakkinda ¢ok iyi
bilinen iki olgu vardir. Birincisi, hiicre membram ve hiicresel organellerde fazlaca bulunan
coklu doymamis yag asitleri ROT a olduk¢a duyarlidir; ikincisi, lipid peroksidasyonu zincir
tepkimelerle yiiriimektedir. Lipid peroksidasyonunun baslamasina singlet oksijen (‘O,) gibi
ROT veya karbon tetrakloriir (CCly) gibi cesitli kimyasallar neden olmaktadir. ROT ¢oklu
doymamis yag asitleri ile etkilestiginde bu molekiilden bir hidrojeni kopartarak bir lipid
radikalinin (L") olusumuna neden olur, ¢coklu doymamais 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 iirlinler agiga ¢ikmaktadir (Ansari et al. 1989,
Djordjevic 2004).

Lipid peroksidasyonu membranin akiskanligin1 degistirerek, bir veya iki degerlikli iyonlara
gecirgenligi arttir 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 igine salinir ve aktivasyonlari ile



hiicresel hasar artar. Bu nedenlerle membranlarda meydana gelen lipid peroksidasyonunun
kontrol edilememesi membranlarin yap:1 ve islevlerinde 6nemli degisimlere ve giderek hiicre

Oliimiine neden olmaktadir (Djordjevic 2004).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, organoklorlu ve organofosforlu (OP) pestisidler,
poliklorlu bifeniller ve diger ksenobiyotikler bu tip oksidatif hasar ile 6nemli etkilere neden
olmaktadirlar. Bu nedenle lipid peroksidasyonunun oOlgiilmesi 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 arakidonik peroksitlerin

parcalanma iiriinii olan MDA miktarinin belirlenmesidir (Spiteller 2001).

Lipid peroksidlerinin parcalanma iiriinleri zamanla hiicre hasar1 ile birlikte artarlar. Bu
iriinlerin klasik ©ornegi "lipofiissin" (lipofuscin) ve "ceroid" (doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu olusan oksitlenmis coklu doymamis lipid pigmentleri)’dir. Bunlara

'

"kromolipidler" veya "yas pigmentleri" adi verilir. Lipid peroksidasyon iiriinlerinin amino
asit, protein, fosfolipid ve DNA'daki primer amino gruplan ile reaksiyonlar1 sonucu meydana
gelirler. Yasla birlikte lipofiissin sentezi artar ve memelilerde 6zellikle sinir sistemi, kalp ve

kas hiicreleri gibi postmitotik (boliinmeyen), hiicrelerde birikir.

Diger taraftan oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarimin,
lipidlerdeki hasardan daha o6nemli oldugu oOne siiriilmektedir (Reznick and Packer 1994).
Proteinlerde in vivo olarak meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadigi
cesitli hiicresel fonksiyonlan 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 ¢ok 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 hasarimi 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 dolayl1 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 saldin olmadikca fazla hasar gormezler (Chesemann and Slater 1993). Protein,
gecis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglarsa, gecis 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 olugumu ile sonuclanir.

Bu kullanilan inorganik insektisit borik asitin bocegin metabolik faaliyetleri {iizerine
etkilerinin arastirllmasi, diger boceklerle miicadelede kullanilan maddeler icin de bir 151k
olacaktir. Bir organofosfat insektisit olan fenitrotiyonun pamuk cizgili yaprak kurdu
Spodoptera exigua (Hiibner 1808) ve un zararlisi olan Tenebrio molitor (Linnacus 1758)
tirlerinin yag dokusu agirhiginda ve antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktiviteleri
tizerinde degisiklige sebep oldugu gosterilmistir (Adamski et al. 2003). Kadmiyum bir
heteropter tiir Oncopeltus fasciatus (Dallas 1852)’un lipid peroksidasyonu iiriinii olan MDA
seviyesini arttirmis ve bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini diistirmiistiir (Cervera et al.
2003). GST enzimi Nilaparvata lugens (Stal 1854) tiiriinde pretroid grubu insektisitlere kars
diren¢ kazanmasim saglamistir (Vontas et al. 2001). Endosiilfanin Helicoverpa armigera
(Hiibner 1805)’nin farkli evrelerindeki cesitli dokularinda (tiim viicut, orta bagirsak,
hemolenf, yag doku, kutikula) GST aktivitesi incelenmis ve aktivitenin yag dokuda en yiiksek
oldugu, yumurta evresinde ise en diisiik oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Rajurkar et al. 2003). A.
mellifera (L.) ile yapilan bir calismada is¢i ar1, erkek ar1 ve kralice arinin farkli dokularinda
(kas, mide, hemolenf, spermetaka ve semen) CAT, SOD, GST aktiviteleri incelenmistir
(Weirich et al. 2002). Yakinlarda yapilan bir calisma borik asitin béceklerde sindirim iglemini

ve enzimatik antioksidan savunma sistemini olumsuz etkiledigini agikca gostermistir (Habes
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et al. 2006). Bu calismada Alman hamam bdcegi B. germanica (L.)’nin besinine ilave edilen
borik asitin orta bagirsagin yapisinda histolojik degisime sebep oldugu ve GST aktivitesini

artirdig ortaya ¢ikarlmagtir.

Onceki calismalarimizda denenen borik asit ve sodyum tetraboratin Galleria mellonella
(Linnaeus 1758) (Lepidoptera:Pyralidae)’ nin yasama, gelisme, erkek ve disi Omiir uzunlugu
tizerinde etkileri denenmis olup (Hyrsl et al. 2007, 2008, Durmus and Biiyiikgiizel 2008) bu
maddelerin bu bocegin esey orani, yumurta verimi ve yumurtalarin agilma oranina etkileri
denenmemistir. Son calismalar borik asit iceren sivi besin karigimlariin ¢esitli karinca (Klotz
et al. 1998, 2000) ve hamam bocegi (Gore and Schal 2004) tiirlerinin iiremesi {izerinde
olumsuz etkisi oldugunu gostermesine ragmen bu formiilasyonlarin ekonomik acidan énemli
tarimsal zararli boceklerin yumurta verimi ve acgilma oram {izerine etkisi detaylh
calistlmamistir. Ayrica borik asitin bu boceklerin yumurta verimi {iizerindeki olumsuz

etkisinin mekanizmasi1 hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir.

Biiyiik balmumu giivesi G.mellonella (L.) bal arillarmin (A. mellifera) ekonomik
zararhilarindan olup aricilik yapilan, 6zellikle diisiik rakimli, 1liman iklim bolgelerinde yaygin
olarak bulunmakta (Allan 2000), ve tiim diinyada aricilarin peteklerini korumada sikintiya
diistiikleri 6nemli bir zararli olarak taninmaktadir (Sanford 2003). Biiyiik balmumu giivesinin
ergin, pupa ve yumurta evresindeki bireyleri kabartilmis peteklerde tahribata neden olmazken,
larvalari, uygun cevre sartlarinda (sicaklik, nem, besin) kolonilerin is¢i ar varligina bagh
olarak farkli seviyelerde zarar vermektedirler. Biiyiik balmumu giivesi ortam sicakliginin +4
°C'nin lizerinde ve oransal neminin % 70 civarinda oldugu ortamda gelismekte, genellikle
depolanan kabartilmis peteklerin i¢ kisimlarinda tiineller acarak petegin tekrar kullanilma
olasiligini ortadan kaldirmaktadir (Ritter et al. 1992, Haewoon et al. 1995). Saglikhi ve giiclii
kolonilerde biiyiik balmumu giivesi hasari, is¢i arilarin zararliy1 baskilamalar1 sonucu aricilar
tarafindan fark edilmezken, c¢esitli nedenlerle ergin is¢i ar1 sayisi azalmis zayif kolonilerde
onemli ekonomik kayiplar ile arilarin kovani terk etmesi gozlenebilmektedir (Sanford 2003).
Biiyilk balmumu giivesine kars1 kabartilmis peteklerin korunmasinda cesitli iilkelerde
kimyasal [(aluminum phosphide, methyl bromide, etilen dibromid, paradiklorobenzen
(Naftalin), kiikiirt)], fiziksel (soguk-sicak) uygulamalart ve biyolojik insektisitler (B.
thuringiensis), karbondioksit (Akyol vd. 2009) gibi miicadele yontemleri farkli sekillerde
kullanilmaktadir (Tutkun vd. 1987, Ritter et al. 1992, Ahmad 1994, Yacobson et al. 1997,
Delaware 2000, Kumova ve Korkmaz 2002). Ulkemizde 5 milyona yakin bal arisi
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kolonisinden yilda yaklasik 3,500—4,000 ton bal mumu iiretilmekte (Anon. 2006) olup,
ariliklarin degisik oranlarda biiyiilk balmumu giivesi ile bulasik oldugu bildirilmektedir
(Caglar vd. 2001). Ar1 kolonilerinde 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 iiretimi icin kullanilacak nektar1 balmumu iiretiminde

kullanilmakta ve birim kovan basina bal iiretimi azalmaktadir.

Bu caligmada ayrica borik asitin G. mellonella (L.)’nin tizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal
etkisinin arastirilmasinda, borik asit iceren besinler ile yetistirilen erginler tarafindan yeni
birakilmis yumurtalarin lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu seviyesi ile 6nemli
detoksifikasyon ve antioksidan enzim olan GST aktivitesindeki degisimlerin tespit edilmesi
amacglanmistir. Bu degisimler ile birlikte, bocegin yasama orani, esey orani, yumurta verimi,
yumurtalarin acilma orani, erkek ve disi ergin omiir uzunlugunu olumsuz yonde etkileyen
borik asit konsantrasyonlarinin tespit edilmesi borik asitin inorganik insektisit olarak
kullanilabilirliginin  kararlagtirilmasinda 6nemli kriter olacaktir. Boylece kendi 0z
kaynaklarimizin islenmesi ile gelistirilen bir liriiniin tarimsal zararli bocekler ile miicadelede
kullanilmas1 iilkemiz bilimine, sanayisine, teknolojisine ve ekonomisine bir katma deger
saglayacagi gibi ulusal ve uluslar aras1 pazarlardaki payini da artiracaktir. Diger taraftan,
zararlilar ile miicadeledeki bu yeni yaklasim tarimsal iiriinlerin korunmasinda ¢evreye duyarh
bir yontem olacaktir. Bu ¢alisma sodyum tetraborat, sodyum oktaborat, susuz borat gibi diger
bor tiirevlerinin de tarimsal zararli boceklerin miicadelesinde c¢evre dostu ve ucuz inorganik

insektisitler olarak kullanilma denemelerini tesvik edebilecektir.

Tiirkiye, diinyanin Onemli tarim {irlinlerini iireten ve ihra¢ eden iilkelerinden biridir.
Lepidoptera takiminin Pyralidae familyasina ait tiirler tarim bitkilerine bulasarak zarar
yapmakta ve iiretimi 6nemli derecede diisiirmektedir. insektisitlerin de dahil oldugu pestisitler
gerek cevre, gerek saglik ve gerekse ekonomik acidan getirebilecekleri olumsuzluklar
gelismis iilkelerde gayet iyi bilinmektedir. Bunun i¢in, basta Avrupa Birligi (AB) olmak
tizere, tiim gelismis iilkelerde tiiketilecek tarim iiriinleri cevre ve saglik acisindan siirekli
denetlenmektedir. Bu denetimlerde sivil toplum orgiitlerinin de paymin ve baskisinin olmasi
konuyu daha da ciddi hale sokmustur. Bunun icin de, 6rnegin AB Ulkeleri Perakendecileri
Tarim Uriinleri Calisma Grubu, Iyi Tarim Uygulamalari Protokolii (EUREPGAP) nii 1 Ocak
2004’te yiiriirliige koymuslardir. Bu protokol ile AB perakendecileri, raflarina koyduklari

riinlerin miisterilerine zararh olmayacagia dair garanti ve giivence vermektedirler.
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EUREPGAP Sertifikasi, yabanci perakendecilerin iireticinin iiriiniinii satin almasi agisindan
bir garantidir (Anon. 2004). Yukarida da vurgulandigi gibi, gelismis iilkeler pestisitlerin ¢evre
ve saglik acgisindan risklerini artik ciddi bicimde degerlendirmektedir. Bu nedenle, bir yandan
pestisitleri ¢ok bilingli ve kontrollii kullanirlarken, diger yandan da riskli pestisitlerin

kullanimlarim sinirlamak ya da tamamen durdurmak yoniine gitmektedirler.

Ulkemizde zararli boceklerin miicadelesinde genis etki alanina sahip kimyasal insektisitlerin
kullanim1 ¢ok yaygindir. Bu uygulamalar gerek cevrede gerekse hedef olmayan diger
canlilarda insektisit birikimine dayanan metabolik diizensizliklerin olugmasina ve ekolojik
dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Boyle bir durum ekolojik sistemlerdeki besin
zincirinin bazi basamaklarin da aksamaya yol acarak uzun dénemde onemli ¢evre sorunu
olusturmaktadir. Tarla ve bahge bitkilerinin yetistirilmesi sirasinda, ayrica hasat sonrasi
depolanmis iiriinlere zarar vererek onemli kayiba yol agan zararli boceklerin miicadelesinde
kullanilan kimyasal insektisitlerin olumsuz etkilerinden dolay1 alternatif yeni yontemler ve
kimyasal maddeler iizerinde yogun olarak durulmaya baslanmistir. Bitkilerin yetistirilmesi
sirasinda topraga mikroelement olarak da ilave edilen bor mineralinin, c¢esitli tiirevler halinde
ayn zamanda zararli bocekler ile miicadelede insektisit olarak kullanilmasi, tiriinlerde kalinti
ve koku birakmamasi sebebiyle son giinlerde tiim pazarlarimizda bolca yer alan organik

tiriinlerin yetistirilmesinde de hizmet edecektir.

Zararhlarla miicadelede oldukca toksik kimyasal maddeler (organofosfatli insektisitler,
paradiklorobenzen, metil bromid ve fosfin gazi1 gibi fumigantlar) yerine cevresel etkisi en az
inorganik insektisit olan borik asit gibi bor tiirevi yeni maddeler kullanilmasi zararl
kimyasallardan kaynaklanan ¢evre kirlenmesini de onleyecektir. Boylece tarimsal alanlarda
saglikl iriin alma, verim ve kalitesini artirma imkanlarina kavusulurken insektisitlerin cevre
tizerindeki etkisi giderek azalacak, tarim iscileri ve yerlesim bolgelerindeki halkin varligi
tizerindeki tehlikeler de ortadan kalkacaktir. Bu projeden elde edilecek sonuclardan bitki
koruma uzmanlari, halk sagligi uzmanlar1 ve ¢evre uzmanlar tarafindan kendi alanlarinda
yapacaklar1 calismalarda faydalanabilirler. Ozellikle bitki koruma uzmanlari bu caligmanin
ciktilarini arazi ¢aligmalarinda deneyerek elde ettikleri sonuglari, bu alanda 6nemli yatirimlar
yapmaya hazir olan tarimsal miicadele firmalar ile gelistirecekleri ortak sanayi ve teknoloji
projeleri ile hayata gecirip endiistriyel uygulamaya doniistiirebilme potansiyeline sahiptirler.
Borik asit, insan saglig1 ve yasamu ile yakin iliskili olan hamam bocegi, karinca ve ev ciyani

gibi zararli boceklerle miicadelede, besin saklama alanlari, yemekhane, restorant, manav, un
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ve yem fabrikalari, hayvan ve bitki yetistirme alanlari, yerlesim yerleri gibi kapali ve agik
alanlarda, cesitli formiilasyonlar seklinde kullanilmaktadir. Simdiye kadar yapilan
caligmalarda borik asit ve tiirevlerinin insan sagligi ve yasamin ilgilendiren kapali alanlardaki
boceklerin miicadelesinde kullanilmis olmasi ve tarimsal a¢idan onemli kayiplara neden olan
boceklerde kullaniminin yaygin olmamasi bu konunun 6nemini daha da artirmaktadir. Ayrica
borik asit ve tiirevleri bu alanlarda iilkemizde bazi firmalarin piyasaya sundugu genel
formiilasyonlar seklinde halen geleneksel yontemler ile kullanilmaktadir. Tiirkiye ekonomisi
icin 6nemli kovan {iriinlerine zarar vererek ekonomik kayiba yol agan biiyiik bal mumu giivesi
G. mellonella (L.) tizerinde bir model olarak borik asitin biyokimyasal ve fizyolojik etkisinin
belirlenmesi, bu maddenin gerek tek basina kimyasal miicadelede gerekse biyolojik miicadele

ile birlikte kullanilmasi i¢in formiilasyonlarin gelistirilmesinde 6nemli katkis1 olacaktir.

Simdiye kadar borik asitin besinsel karisimlarinin G. mellonella (L.) ve diger lepidopter
boceklerin yumurta verimi iizerindeki kalitatif ve kantitatif etkileri belirtilmemistir. Bu
caligmada yapay besine ilave edilen farkli konsantrasyonlardaki borik asitin G. mellonella
(L.)’nin yumurtadan yeni c¢ikmis larvalarmin ergin evreye kadar yasama oranina, esey
oranina, erkek ve disi Omiir uzunluguna, yumurta verimi ve acilma oranina etkisi
incelenmistir. Ayrica bocegin yeni birakilan yumurtalarinda lipid peroksidasyonu ve protein
oksidasyonu seviyesini gosteren sirasiyla MDA ve protein karbonil miktar1 ile
detoksifikasyon enzimi GST aktivitesinde sebep oldugu degisimler de belirlenmistir. Boylece
farkl1 konsantrasyonlardaki borik asitin bocegin bazi biyolojik etkinlik 6zellikleri iizerindeki
etki mekanizmasinin oksidatif stres ile iligkisinin biyokimyasal ve fizyolojik temelleri ortaya

konmaya ¢alisilmistir.
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BOLUM 2

GENEL BiLGILER

Diinyada ve iilkemizde tarim alanindaki zararlilar ile miicadele ederek daha kaliteli iiriin elde
etmek amaciyla genis etkili kimyasal insektisitler yogun olarak kullanilmaktadir. Tarimsal
alanda kullanilan bu insektisitler hedef organizmalar1 yok ederek iiriin artisina neden oldugu
gibi hedef olmayan canlilara da zarar vermektedir. Tarim bitkileri zararlist bdcekler ile
miicadelede Lepidoptera takimina ait tiirlerin laboratuvarda yapay ortamlarda yetistirilme
caligmalan yeni pestisitlerin gelistirilmesi ve kesfedilmesi dogrultusunda biiyiik bir hizla
artmakta olup bu amagla farkli model bocek tiirleri ve beslenme teknikleri kullanilmaktadir.
Bilindigi gibi, iilkemiz ekonomisinde tarimin yeri ¢ok biiyiiktiir. Kimi tarim diriinleri ise,
endiistri hammaddesi oldugundan ayr bir 6neme sahiptir. Bu iiriinlerin en biiyiik alicilan ise,
basta AB iilkeleri ile Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve sonra da diger gelismis ya da
gelismekte olan iilkelerdir. Bunun i¢in de, tarim iiriinii dig satisimiz1 siirdiirebilmek amaciyla
pestisit kullaniminin ¢ok kontrollii ve bilingli programlar icerisinde yapilmasi gerekmektedir.
Ulkemizde ve diinyada ciftciler, tarimsal bitkilerini ve hasat sonras1 depolanmis iiriinlerini
zararhilara karsit koruyabilmek igin insektisit kullanmaktadir. Gerek iilkemizde gerekse
diinyada pestisit kullanominin ¢ok fazla olmasi ve bilingsiz kullanimi zaman icinde bazi
sorunlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bilingsiz ilag kullanimi ile bazi pestisitlere kars
zararhilar tarafindan dayamiklilik gelismistir. Cevreye ve insan saglifina zararlari nedeniyle
bazi pestisitlerin kullanimina yasal engellemeler getirilmistir. Ayrica giintimiizde tiiketicinin
ila¢ kullanimina gostermis oldugu hassasiyet ve organik iiriinlere olan talep ila¢ kullanimini
sinirlayict faktorlerden olmustur. Durum parasal olarak diisiiniildiigiinde tiiketimde deger
olarak insektisitlerin % 31, herbisitlerin % 26 ve fungisitlerin de % 20’lik pay1 ortaya
cikmaktadir (Delen et al. 2004). Diinya pestisit iiretiminin yillik 3 milyon ton civarinda
oldugu, yillik satis tutarinin da ortalama 30 milyar Euro’ya ulastigi goriiliir. Bu miktar igcinde

Tiirkiye nin pay1 ancak % 0,6 kadardir (Oztiirk 1997).

15



Zararhlarla miicadele yontemleri ¢ogunlukla kimyasal savasim ile 6zdeslesmistir. Ancak
kimyasal savasimla ila¢ kullanimi yayginlastikca ortaya bir¢ok sorun cikmistir. Zararlilarla
miicadelede pestisitlerin yaygin olarak, asir1 dozda ve bilingsiz kullanilisi, arzu edilmeyen yan
etkilerinin olusumunu kaginilmaz hale getirmistir. Bu nedenle son zamanlarda kimyasal
ilaglarin ¢ok az kullamildigi, hi¢ kullamlmadig1 veya cevre dostu kimyasallarin kullanildigi
alternatif yontemler iizerinde arastirmalara hiz verilmistir (Seckin ve Unal 1994, Coskuncu ve
Kovanc1 2005). Diger taraftan, zararlilarin bazilarinin gerek toprak altinda olusu gerekse bitki
dokular igerisinde bulunusu miicadelede basar1 sansini son derece diisiirdiigii gibi miicadeleri
de ekonomik olmamaktadir. Ayrica pestisitlerin yiiksek dozlarda ve tekrar tekrar kullanilist
cevre kirliligi, dayamiklilik ve insan sagliina zararlann gibi riskleri de beraberinde

getirmektedir.

Tarimsal savasim, bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci otlarin etkilerinden ekonomik olciiler
icinde korunmasi, iirliniin ve kalitenin arttirilmasidir. Bu basit tanimdan da anlasilacag gibi,
tarimsal savasimla, 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 yiriitilmesi gerekmektedir. Entegre zararl
yonetiminden ise, tarimsal savasimda bilinen tiim yontemlerden yararlanan, insan ve gevre
saglhigina olumsuz etkileri en az olanlarin uygulanmasina yonelik caligmalar anlagilmaktadir.
Tarimsal savasim degisik yontemleri icermektedir. Bu yontemlerden birisi de tarim ilaglarinin
(pestisitlerin) kullanildigi kimyasal savasimdir. Her ne kadar kimyasal savagim tarimsal
savasimda bir yontem ise de, tiim savagim yontemleri arasinda en fazla kullanilamidir. Ciinkii,
kimyasal savagim yiiksek etkililige sahiptir, hizli sonug¢ verir, bilingli ve kontrolli
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 kullamimi sonucu, zararh
organizmalarda dayamiklhilik olusturabilme, riskleri ve kalintilar yoluyla insan sagligina ve
cevreye olumsuz etkileri kesinlikle géz ardi edilmemelidir. S6z konusu riskler nedeniyle,
ozellikle gelismis iilkelerde pestisitler daha bilingli ve kontrollii kullanilmaktadir. Bunu
saglayabilmek icin, Ornegin AB iilkelerinde ve ABD’nde bircok yasa cikarilmis, resmi
orgiitler kadar, sivil toplum orgiitleri de bu yonde sz sahibi duruma gelmislerdir (Gullino and

Kuijpers 1994).
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Boceklere karst  kullanilan tarim ilaclarina insektisit, yabanci otlarin kontroliinde
kullanilanlara ise herbisit denmektedir (Baykal 1995, Agrios 2005). Bunlarin hepsine birden
ise pestisit denilmektedir. Ancak, son yillarda 6zellikle AB’nde pestisit yerine “Bitki Koruma
Uriinleri” terimi resmi dilde tercih edilmektedir. Tiirkiye’de de Tarim ve Koyisleri Bakanlig:
artik bu terimi tercih eder olmustur (Aydinoglu vd. 2002). Bununla birlikte halen Tiirkiye’de
toplumun cogunlugu bunlara tarim ilact demektedir. Diger iilkelerle karsilastirildiginda;
Tiirkiye’de tarim ilac1 kullantminin birim alan basina daha az oldugu goriilmektedir. Ornegin
bu oranlar Hollanda’da 10,23 kg/ha, 1talya’da 5,25 kg/ha, Yunanistan’da 4,41 kg/ha iken
Tiirkiye’de 0,47 kg/ha’dir (Ozmen 2007). Bununla birlikte, Tiirkiye’nin Akdeniz, Ege ve
Cukurova gibi bazi1 bolgeleri ve hatta bu bolgelerin bazi alanlar1 dikkate alinarak
yapilabilecek bir alan basina diisen pestisit kullaniminin ise Avrupa ortalamasini gegebilecegi
diigiiniilmektedir (Delen vd. 2005, Yiicer 2008). Modern tarimsal savasimda, pestisitlerin
cevreye zarar vermeyecek diizeyde ve gercekten gerekli oldugunda kullanilmasi
benimsenmistir. Bunun bir sonucu olarak, basta ABD olmak iizere, gelismis iilkelerde “diisiik
risk” ya da “doga dostu” pestisitler adi1 altinda toplanmuslardir. Ornegin ABD Cevre Koruma
Orgiitii (EPA), boyle pestisitlerin hem ruhsatlandirilmasini kolaylastirmis ve hem de
kullanilmalarin1 tesvik etmeye baslamistir (EPA 1999 a,b). Diger yandan, pestisit
kullanilmadan modern anlamda bitkisel iiriin yetistirmenin olanaksizlif1 gelismis iilkelerce
bilinmesi yaninda, pestisit kullamiminin siirekli arttirarak verimin de siirekli artmayacagi
anlasilmistir. Bu nedenle, maliyetleri yiikseltmemek acisindan gereksiz ilagclamalardan
kacimilmaya baslanmistir. Yukarida da deginildigi gibi, bu uygulamalarda sivil toplum
orgiitlerinin ve tiiketicilerin de baskilar1 olmustur. Ornegin, Avrupa iilkelerinde fungisit
kullanim1 patateste % 30 ve elmada % 20 azaltilmasina karsin verimde bir diisiis

gozlenmemistir (Gullino and Kuijpers 1994).

Bir iilkede tiiketilen pestisitlerin saglik, cevre gibi kriterler acisindan nitelikleri, toplam
pestisit tiikketimine oranla daha ciddi bir konudur. Ulkemiz pestisit tiiketimi bu agidan
degerlendirildiginde, oldukg¢a c¢arpici sonuclar ortaya ¢ikmaktadir. 1999-2002 yillarinda 7
etkili madde yillara gore en ¢ok tiiketilen 5 insektisit arasina girmistir. Bu insektisitlerden
metamidofos (methamidophos), metil paratiyon (parathion-methyl), diklorvos (dichlorvos),
endosiilfan ve metil azinfos (azinphos-methyl) ¢ok zehirli, etil klorpirifos (chlorpyrifos-ethyl)
ve karbaril (carbaryl) ise zehirli pestisitler grubuna girmektedirler (Ware 1994). Tarim ve
Koyisleri Bakanlig1 verilerine gore, piyasada 1999 ve 2000 yillarinda 68, 2001 yilinda 63 ve

2002 yilinda da 62 insektisit etkili maddesi bulunmasina karsin, her yil 5 etkili madde toplam
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insektisit tiiketimi i¢inde yaridan fazla paya sahip olmuslardir. Diger yandan, 1999-2002
doneminde metamidofos Tiirkiye’de en yogun tiiketilen insektisitlerden biridir. Oysa
metamidofos lilkemizde yalnizca pamukta ve tiitiinde kullanim iznine sahiptir (Aydinoglu vd.
2002, Yiicer 2003). Coats (1991), Sumasundaram ve Coats’e (1991) gére, metamidofos, etil
klorpirifos, metil paratiyon, zararli boceklere karsi temas (kontakt) ve mide zehiri yoluyla
etkili bir insektisit olan DDVP ve endosiilfan yeralni sularmma bulagsma riski olan
pestisitlerdendir. Metil paratiyon, DDVP ve karbaril ise soludugumuz havayi kirletme
potansiyelindedir. Ayrica, metil paratiyon ve DDVP’nin insanlarda kanser yapicilik riski
vardir. Etil klorpirifos, metil paratiyon ve endosiilfan insanlarda endokrin (i¢ salgi bezleri)
sistemini etkileyebilen bilesiklerdir (Bucker-Davis 1998, Colborn 1998). Metamidofos’un

kromozomlar {izerinde etkisinin olabilecegi de belirtilmektedir (Karabay 2000).

Pestisitlerin piyasa omriinii, insan sagligin1 ve ¢evreye etkililigini en fazla etkileyen olaylarin
basinda pestisitlere organizmalarin duyarlilik azalisi (direng gelistirme) gelmektedir. Bir
pestisite organizmalarin duyarlilifi azaldikca, o pestisitin etkililigi de diismektedir.
Uygulayicr ise, eski etkililigi elde edebilmek i¢in devamli doz yiikseltmesine gitmektedir.
Boylece artan dozlara paralel olarak cevrede pestisit kalintilarnn daha fazla yogunlagsmaya
baslamaktadir. Pestisitlere duyarlilik azalisi adaptasyon ve dayaniklilik seklinde iki yolla olur.
Adaptasyonda, bir organizmanin genetik yapisinda degisiklik olmaksizin, bir kimyasal
maddeye uyum gostermesi sonucu duyarliligin  azalmasidir. Ancak dayaniklilikta,
organizmanin duyarliligi genetik yapisindaki bir degisiklik sonucu azalmaktadir. Buna gore,
dayanmiklilik bir mutasyondur ve genelde geri doniisiimii yoktur. Adaptasyonda ise, sz
konusu pestisitin  kullaniminin durdurulmasiyla organizma yavas yavas tekrar eski
duyarliligim kazanabilir. Tiirkiye gibi, pestisitlerin bir Olciide bilingsiz ve kontrolsiiz
kullanildigr tilkelerde dayaniklilik kadar adaptasyon da ekonomik ac¢idan 6nem tasimaktadir.
Dayanikliligin ortaya cikisina en fazla etki eden faktorlerin basinda, pestisitin dayaniklilik
acisindan riski ile pestisitlerin kullanim bicimi gelmektedir. Bilingsiz ve kontrolsiiz kullanim,

duyarlilik azalislarinin daha hizli ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Delen ve Tosun 1996).

Organofosfatlar, karbamatlar ve piretroidler gibi norotoksik insektisitler, son 10 yildir zararli
bocekleri kontrol etmek amaciyla yaygin olarak kullanilmakta olup oldukg¢a basarili sonuglar
alinmaktadir. Buna karsin bu kimyasallarin ¢ogu, insanlar ve yararli organizmalarin ¢ogu igin
zararhidir ve ekolojik denge lizerinde olumsuz etkiye sahiptir (Ishaaya and Horowitz 1998).

Bir¢ok bocek tiirtinde bu insektisitlere kargt hizli bir sekilde diren¢ gelisimi gézlenmektedir
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(Georghiou and Lagunes-Tejeda 1991). Bu tiirler arasinda, ozellikle yiiksek {ireme
yetenegine, ekonomik ve tibbi dneme sahip Alman hamam bocegi B. germanica (L.)’da
direnc gelisimi agikca tespit edilmistir (Scott et al. 1990, Dong et al. 1998). Bu nedenlerden
dolay1 cogu geleneksel pestisitlerin yerini, bocek biiylime diizenleyicileri ve biyopestisidler
gibi yeni etki mekanizmalaria sahip olan biyorasyonel insektisitler veya daha az riskli
insektisitler almistir (Horowitz and Ishaaya 2002, Dhadialla et al. 2005). Bunlarin disinda,
hamam bocegi gibi kapali alan zararlilar1 ve diger tarimsal zararli boceklerin kontroliindeki
son teknolojik gelismeler besin formiilasyonlarinin kullanimina dayanmaktadir. (Appel et al.
2004). Son zamanlarda borik asit gibi cok az kullamlan bilesikler tiizerine tekrar
yogunlasilmistir (Gore and Schal 2004, Gore et al. 2004). Borik asitin Diinya Saglhk Orgiitii
(WHO) tarafindan belirlenen insan sagligina zarar vermeyen konsantrasyonlar1 40-80 ppm dir
(Bergmann 1992). Borik asitin bocekler iizerindeki etki mekanizmasi ¢ok iyi belirlenmemis
olup bu hususta birka¢ goriis ileri atilmistir. Bu etki mekanizmalar1 arasinda, borik asitin
bdcegin 6n bagirsak hiicrelerinin yapisini bozmasi sebebiyle agliga bagl 6liime neden oldugu
(Cochran 1995), borik asitin kutikula iizerindeki asindirict etkisi ile bocegin yavas yavas su
kaybetmesi (Ebeling et al. 1975) bulunmaktadir. Onceki bir ¢alismada, borik asitin B.
germanica (L.)’nin kutikular profilini etkiledigi gosterilmistir (Kilani-Morakchi et al. 2005).
Son zamanlarda da, besin ile alinan borik asitin sindirim sonrasinda Alman hamam bd&ceginin
orta bagirsaginda yapisal degisikliklere neden oldugu, asetil kolinesteraz (AChE) aktivitesini
digiirdiigli ve zehirlenme belirtileri ile acgiklanan norotoksik bir etki gosterdigi ortaya
cikarilmigtir (Habes et al. 2006). Bu calismada borik asitin oldiiriicii olmayan besinsel
konsantrasyonlarinin G. mellonella (L.)nin ergin evrede yasama, erkek ve disi ergin omiir
uzunlugu, esey orani, yumurta verimi, yumurtalarin ac¢ilma orani, yumurtalarin MDA ve
protein karbonil miktar1 ile GST aktivitesi iizerine etkileri belirlenmistir. Elde edilen bu
bilgiler tarimsal zararli boceklerin kontroliinde oldiiriicii olmayan dozlarda borik asitin
etkilerinin anlasilmasinda Onemli ipuglarn vermistir. Boylece, borik asit ve diger bor
tiirevlerinin insektisit olarak kullanilmasim amaglayan boyle bir calisma ile pazardaki iiriin
cesitliligini ve payin artirmak, ekonomik girdiye katkida bulunmak ve katma deger saglamak

icin bir adim atmis olacagiz.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT
3.1 GALLERIA MELLONELLA 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 ¢cikmig larvalar yapay besinde yetistirilerek stok kiiltiir olusturuldu. Bocek
kiiltiiriiniin devam1 yumurtadan yeni ¢ikmis larvalarin yari sentetik besinde (Bronskill 1961)
aseptik olmayan sartlarda beslenilmesi ile saglandi. Deneylerde bocek tarafindan birakilan
yumurtalardan yeni ¢ikmus larvalar (birinci evre) kullanildi. Kiiltiir 28 + 2 °C ve % 65 + 5

bagil neme ayarli bir inkiibatérde (Niive, EN 500) ve giin boyu devamli karanlikta yiiriitiildii.

G. mellonella (L.) larvalarim laboratuvar sartlarinda yetistirmek icin Bronskill (1961)
tarafindan gelistirilen 6giitiilmiis koyu renkli eski bal petegi (kulucka petegi) iceren yapay
besin kullanildi. G. mellonella (L.) kiiltiiriiniin devamu i¢in kullanilan bu besin ayn1 zamanda
borik asit konsantrasyonlarmin 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 6giitiilmiis koyu renkli eski
petek ve 30 ml saf sudan olugmaktadir. Besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir
kap icerisinde karistirildi ve karistiric1 ile homojen bir karisim olusturuldu. Bu karisim sivi
bilesenlerin kat1 bilesenler tarafindan tam olarak emilebilmesi icin 24 saat bekletildi.
Hazirlanan besin bir litrelik cam kavanozlarin (80x180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar
dolduruldu. Kavanozun i¢ine konulacak disilerin yumurta birakmasi ve yeni acilan larvalarin
beslenmesi i¢in besinin iizerine kiiciik bir par¢a bal petegi birakildi (Ortel 1995). Bu
kavanozlarin i¢ine 10-15 adet disi birakilarak agizlar tel kafes yerlestirilmis kapak ile
kapatildi. Yaklasik 25-30 giin sonra gelisimlerini tamamlayan olgunlasan larvalar (7. evre)
pup olmalart i¢in diger bir kavanoza aktarildi. Bu kavanozun ig¢ine, larvalarin pup olmalar

icin kuru ortam saglamak {iizere, katlanmis pelur kagit parcalari birakildi (Campos et al.

21



1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8 giin sonra ergin bireyler meydana geldi. Bu erginlerin
biiyiik bir cogunlugu bocek kiiltiiriiniin devami, bazi erginler ise borik asitin farkh
konsantrasyonlar ile ilgili beslenme caligmalari i¢in gerekli yumurtalarin elde edilmesinde

kullanildi.

3.2 BORIK ASIiTiN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen borik asit (% 99, H;BOs) Eti Maden Isletmeleri Genel Miidiirliigii,
AR-GE Daire Baskanligi (Ankara)’ndan temin edildi. Borik asitin besine ilave edilmesi ile
yiiriitiilen beslenme deneylerinde denenen miktarlarin konsantrasyonu ppm olarak ifade
edildi. Borik asit suda ¢6ziildiigli icin bu miktarlar, besinin hazirlanmasi sirasinda dogrudan
besine ilave edildi. Kontrol besini (borik asit icermeyen) hari¢ borik asitin G. mellonella (L.)
icin 156, 620, 940, 1250 ve 2500 ppm olmak {iizere bes farkli konsantrasyonu denendi.
Kontrol deneylerinde ise yalnizca borik asit igermeyen besin kullanildi. Bu c¢alismada
denenecek borik asit konsantrasyonlari tarimsal ve halk sagligi yoniinden zararli bazi bocek
tirleri (Yang et al. 2000 a, Cisneros et al. 2002, Gore et al. 2004, Ali et al. 2006, Xue et al.
2006) ve Galleria mellonella (L.) (Hyrsl et al. 2007) ile yapilan onceki c¢alismalar temel
alinarak belirlenmistir. Bu caligmalarin 15181nda, denenecek konsantrasyonlarin araligimi
belirlemek amaciyla 6n beslenme deneyleri yapildi. Boceklerin ergin evreye kadar gelisimini
tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklan belirlendi. Borik asitin tek basina G. mellonella
(L.) tizerindeki konsantrasyonlar1 belirlenerek bocegin yasama, gelisme, Omiir uzunlugu, 7.
evre larvalarinin hemolenf MDA miktar1 ve GST aktivitesine etkisi onceki bir calismamizda
(Hyrsl et al. 2007) incelenmistir. Bu calismada bocegin ergin yasama orani, erkek ve disi
ergin Omiir uzunlugu, esey orani, yumurta verimi, yumurtalarin agilma orani, yumurtalarin
MDA ve protein karbonil miktari ile GST aktivitesi iizerine etkilerinin incelenmesinde daha

once calisilan borik asit konsantrasyonlar1 aynen kullanilmastir.

3.3 LARVALARIN ELDE EDIiLMESI

Beslenme deneylerinde kullanilacak G. mellonella (L.) larvalari, kapakli, 30 ml’lik genis
agizli, vida kapakli bir plastik kabin (ORLAB, L.190030, 35x55 mm) i¢ yiizeyine disiler
tarafindan birakilan yumurtalarin agilmasi ile elde edildi. Bunun icin 2-3 disi birey, delikli
kapaklar olan bu plastik kaplara konuldu ve yumurta birakmalart i¢in stok kiiltiiriin devam

ettirildigi ortam kosullarinda bekletildi. Birakilan yumurtalar yine ayni ortam sartlarinda
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bekletilerek acilmasi saglandi. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin kagmasini Onlemek icin
caydiric1 olarak kabin kapaga yakin i¢ ylizeyine yaklasitk 1 cm kadar genislikte gliserin
stiriildii. Yumurtalarin agilmasi ile serbest kalan larvalar, yumusak u¢lu ve ucu gliserine
batirillarak 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 borik asit karigimlarinin
bocegin ergin yasama orani, erkek ve disi ergin 6miir uzunlugu, esey orani, yumurta verimi,
yumurtalarin a¢ilma orani, yumurtalarin MDA ve protein karbonil miktan ile GST aktivitesi

izerine etkileri incelendi.

3.4 YASAMA, GELiSME, ESEY ORANI VE ERGIN OMUR UZUNLUGU iLE
ILGILIi BESLENME DENEYLERI

Farkli konsantrasyonlarda borik asitin ergin evreye kadar G. mellonella (L.)nin yasama
oranina etkisini incelemek icin 6giitiilmiis koyu renkli bal petegi iceren Bronskill’in (1961)
yapay besini kullanildi. Borik asitin denenen miktarlari ppm olarak hesaplanip gerekli
miktarlar1 besinlerin hazirlanmasi sirasinda ilave edilerek homojen olarak karigmasi saglanda.
Daha sonra kontrol besinleri ve borik asiti iceren diger besinler uygun besin kaplarina (Cam
kavanozlar, 60x120 mm) taksim edildi. Her bir besin i¢in 20 larva kullanildi ve deneyler
dorder defa tekrarlandi. Larvalar farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren besinlere
birakildiktan sonra gelisimlerini tamamlayan olgun G. mellonella (L.) larvalann (7. evre
larvalar) alinarak pup olmak iizere 30 ml’lik plastik 6rnek kaplarina (ORLAB, L190030,
35x55 mm) her kapta bir larva olacak sekilde birakildi. Bu kaplarin igerisine larvalarin pup
olmasi icin ortam saglamak tizere katlanmis, ince pelur kagit birakildi. Bu larvalardan
erginlesen bireylerin orami ile erginlesen bireylerin erkek ve disi oram1 ve Omiir uzunluklar
belirlendi. Denemede kullanilan erginlerin esey ayrimi, erginlerinin viicut biiyiikliigiine ve

abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya gore yapildi.

Farkli konsantrasyonlarda borik asitin ergin bireylerin yasama siiresine (Omiir uzunlugu)
etkisini belirlemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikmis G. mellonella (L.) larvalart borik asitin
denenen miktarlarini iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her bir deney i¢in
10 adet ergin kullanild1 ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Erginlesen bireyler 30 ml’lik,
genis agizli, seffaf, delikli kapakl plastik kaplara (ORLAB, L190030, 35x55 mm) birer adet
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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 6liimiine kadar her erginin yasama siiresi

belirlendi.

3.5 DISILERIN YUMURTA VERIMI VE ACILMA ORANI iLE ILGIiLi DENEYLER

Farkli konsantrasyonlarda borik asitin sentetik besinle yetistirilen G. mellonella (L.) disilerinin
yumurta verimine etkisini incelemek icin yumurtadan yeni cikan larvalar bu inorganik
insektisitin farkli miktarlarini iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Bu amagla
yeni erginlesmis ve dollenmemis bir giinliik disiler kulanildi. G. mellonella (L.) disileri genis
agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her kapta bir adet disi olacak sekilde
birakildi. G. mellonella (L.)'nin erginleri besin almadig1 (Charriere and Imdorf 1997) icin bu
disilere yumurta birakma siiresi igerisinde herhangi bir besin verilmedi. Disiler tarafindan
birakilan yumurtalar siyah bir zemin iizerine konulan petri kutusu icinde sayildi. Yapilan 6n
denemeler erginlesen disilerin ilk 48 saat i¢inde yumurtalarinin ¢ogunlugunu biraktigini
gostermistir. Bu yiizden ilk iki giin icinde birakilan yumurtalar sayilarak acilmasi icin stok
kiiltiiriin devam ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Yumurta {iretimi, bir giinde disi basina
birakilan yumurta sayis1 ele alinarak degerlendirildi ve disinin verimliligi olarak ifade edildi.
Her giin acilan larvalar yine siyah bir zemin iizerinde sayilarak ortalama sayis1 kaydedildi ve
yumurtalarin agilma oranmi (fertilite) tespit edildi. Kontrol ve borik asit karistmlarinin her bir

miktart icin 10 adet disi kullanildi ve deneyler dort defa tekrarlandi.

Kontrol ve borik asit konsantrasyonlarinin G. mellonella (L.) iizerindeki etkisinin arastirildig
deneylerin hepsinde larvalarin asilandigi besin kaplar1 ve olgun larvalarin pup olmalar igin
hazirlanan kaplar kisa bir giinliik inceleme periyodu hari¢ siirekli olarak karanlikta tutuldu.
Besinin hazirlanmasi ve larvalarin asilanmasi hari¢ beslenme deneylerinin tiimii boceklerin
stok kiiltliriiniin yetistirildigi sartlarda yiiriitiildi. Besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde
edilmesi, bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin besine asilanmasi islemleri tamamen aseptik
olmayan sartlarda yapild: (Icen et al. 2005, Biiyiikgiizel and Kalender 2007, Biiyiikgiizel et al.
2007). Bu islemlerin uygulanmasinda Laing ve Hagen’nin (1970) meyve giivesi Grapholitha
molesta (Busck 1916) ile Campos et al.’in (1990) musir kurdu Ostrinia nubilalis (Hiibner
1796) i¢in kullandig1 yontemler temel alind1 ve bir dl¢iide degistirilerek uygulandi. Bircok

lepidopter tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella (L.) larvalarinin da ilk
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evrelerinde besin ortaminda 6liim oraninin yiiksek oldugu, 6len larvalarin i¢lerinin 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 oram tespit edilirken deney siiresince yasayan larva sayisi

olarak, besine baslangicta asilanan larvalarin sayist dikkate alindi.

3.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MIiKTARI VE GST AKTIiVIiTESi OLCUMU

Farkli konsantrasyonlarda borik asit iceren besinler ile yetistirilen G. mellonella (L.) disi
bireyleri tarafindan yeni birakilan yumurtalarinda lipid peroksidasyon iiriinii MDA ve protein
oksidasyonu {irlinii protein karbonil miktarlar1 ve GST aktivitesi 6l¢iildii. Deneyler her bir

tekrarda 200 adet yeni birakilmis yumurta kullanilarak dorder defa tekrarlandi.

3.6.1 Yumurta Toplanmasi

G. mellonella (L.) disi bireyleri tarafindan yeni birakilan yumurtalar % 95’lik etil alkol
icerisine batirilarak yiizey sterilizasyonu yapildi. Daha sonra distile sudan gecirilen
yumurtalar homojenizasyon tamponu [% 1,15’lik potasyum kloriir (KCL) w/v, 25 mM
dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,), 5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM
fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF), 2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4) bulunan bir ependorf
tipe alindi. Muhtemel fenol oksidaz aktifligini onlemek i¢in tiiplere birka¢ feniltiyoiire

kristali konuldu. Yumurtalar analiz yapilincaya kadar derin dondurucuda (-80 °C) saklandi.

3.6.2 Malondialdehid (MDA)

Jain ve Levine’nin (1995) kullandigi metod temel alinarak 532 nm’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA miktar: 6l¢iildii. Ornekler,
% 1,15’1lik KCl ile ultrasonik homojenizatér (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus HD2070,
Berlin, Germany) ile par¢alandi. Homojenize edilen 6rneklere pH 7,4 olan fosfat tamponu (18
mM NaCl, 18 mM Na,HPO,), 0,04 M butillenmis hidroksi toluen (BHT), % 30’luk
triklorasetik asit (TCA) eklenerek 2 saat buzun icerisinde bekletildikten sonra +4 °C de, 2000
x g devirde 15 dakika santrifiij edildi. Tiiplerden alinan iist siviya 0,1 M EDTA ve % 1’lik
TBA ilave edilerek kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi, daha sonra
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spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbans1 okundu.

MDA miktar1 1,56 x 10° M'cm™ kat say1s1 kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.

3.6.3 Protein Karbonil

Protein karbonil tayini Levine et al.’in (1994) metodu temel alinip bir l¢iide degistirilerek
(Krishnan and Kodrik 2006) kuvvetli asit ortaminda proteinlerdeki karbonil gruplarinin 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar1 kararli bilesik 2,4-dinitrofenilhidrazonun 370
nm’de miktar1 6l¢iildii. Ornekler, homojenizasyon tamponunda [% 1,15’lik potasyum kloriir
(KCL) w/v, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,), 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 6ziit +4 °C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij (Hettich Zentrifugen,
Mikro 200 R sogutmali santrifiij) edildi. Ust sividan siipernatant alinarak iizerine % 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 stvidan 200 pul alinarak iizerine
800 pl 10 mM 2,4 dinitrofenilhidrazin (DNPH) eklendi. Oda 1sisinda bir saat veya benmaride
+37 °C’de 15 dk belirli araliklar ile calkalamak suretiyle beklendi. Daha sonra tiiplere 700 pl
% 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 siv1 atilarak ¢okiintii iizerine 1:1 oraninda 1 ml etanol:etil asetat karisimi 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 siv1 atildi. En son santrifiijleme isleminden sonra
cokiintii tizerine 2 ml 6 M guanidin hidrokloriir ilave edilerek iyice +37 °C’de 10 dk (oda
1sisinda 45 dk) karistinlmak suretiyle cokiintii ¢oziildii. Bu homojen ¢ozeltiden 150 pl
alinarak toplam protein analizinde kullanildi. Karistimin diger bolimii ¢éziinmeyen kaba
partikiillerin ¢cékmesi i¢in 10000 x g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Ust stvinin absorbansi
370 nm de kor tiipe karst spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan)
okunarak protein karbonil miktar1 22,000 M ¢cm™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein

olarak verildi.

Protein karbonil analizi yapilan orneklerdeki toplam protein tayini i¢gin 6 M guanidin

hidrokloriir ile ¢oziilen c¢okiintiiden almman 150 pl karisim 1350 pl guanidin hidrokloriir ile

26



1:10 oraninda sulandirildi. Ornegin absorbans1 280 nm’de olgiildii. 6 M guanidin hidrokloriir
ile hazirlanan bovin serum albumin (BSA) standart ¢ozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile

standart grafik olusturularak toplam protein miktar1 bu grafige gore hesaplandi.

3.6.4 Glutatyon-S-transferaz (GST)

Ornekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatorde (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin,
Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edildi. Enzim inaktivasyonunun Onlenmesi igin
homojenizasyon dahil tiim islemler buz ile saglanan soguk ortamda yapildi. Homojenize
edilen ornekler, +4 °C’de 16000 x g devirde sogutmali santrifiijde 20 dakika santrifiij edildi.
Cokiintii atilarak {ist sivilar GST aktivitesinin Ol¢limiinde kullanildi. GST aktivitesinin
Olctimiinde Habig et al. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi. GST’nin biitiin
izozimleri icin 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 dl¢iilmesi icin 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50
mM fosfat tamponu, 200 pul 20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant ilave edildi.
Enzimatik reaksiyon bu karistma 150 pl 25 mM CDNB eklenerek baslatildi ve 2 dakika
boyunca yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de
(e340: 0,0096 uM.cmfl) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basina 1 dakikada
olusturulan tioether miktar olarak ol¢iildii ve enzimin spesifik aktivitesi nmol/mg protein/dk

olarak verildi.

GSH + ksenobiyotik --------- ksenobiyotik — GSH konjugasyonu

Yumurta 6rneginden elde edilen siipernatanttan enzimlerin spesifik aktifligini hesaplamak ve
MDA miktarim1 mg protein basina vermek icin ¢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 igin
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.
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3.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Farkli konsantrasyonlarda borik asitin G. mellonella (L.)'nin yasama orani iizerindeki etkileri
ergin evresine ulagan bireylerin yiizdesi dikkate alinarak degerlendirildi. Ergin esey oranina
etkisi erginlesen erkek ve disi bireylerin yiizdesi dikkate alinarak degerlendirildi. Ergin
bireylerin dmiir uzunlugu siiresine etkisi erginlesen bireylerin hayatta kaldiklar1 giin olarak
ortalama siire (Omiir uzunlugu) belirlenerek degerlendirildi. Disilerin verimliligi iizerindeki
etkisinin degerlendirilmesinde ise birakilan yumurta sayist ve agilma orami dikkate alindi.
Farkli konsantrasyonlarda borik asitin bocegin detoksifikasyon kapasitesine, lipid
peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise
yumurtalardaki GST enzimi ile lipid peroksidasyonu {iriinlerinden MDA ve protein
oksidasyonu {iriinlerinden protein karbonil miktarindaki degisimler dikkate alindi. Erginlerin
Omiir siiresi ve disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin a¢ilma orani, yumurtalardaki MDA
ve protein karbonil miktar1 ve GST aktivitesi ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde tek yonlii
“Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997), ortalamalar arasindaki farkin 6nemini saptamak
icin “LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ve esey orant ile ilgili verilerin degerlendirilmesinde
ise “y” (Chi square) Testi” (Snedecor and Cochran 1989) kullanildi. Ortalamalarin 6nemi 0,05

olasilik seviyesinde degerlendirildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 BORIK ASITIiN G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA, ESEY ORANI
VE OMUR UZUNLUGUNA ETKISi

Borik asit icermeyen kontrol besine gore borik asitin diger denenen konsantrasyonlarini
iceren besinler bocegin ergin olma oranin1 énemli derecede diistirmiistiir. Kontrol besininde
% 81,9 = 4,55 oraninda ergin elde edilmesine ragmen 156 ppm borik asit iceren besin bu
oran1 yar yariya diisiiriirek % 41,6 + 3,10’a indirmistir. Benzer sekilde borik asitin 620 ve
940 ppm’ini iceren besinler de ergin olma oranim sirasiyla % 30,5 £ 3.10 ve 40,2 + 3,02’ye
onemli derecede diisiirmiistiir. Borik asitin denenen yiiksek konsantrasyonlar1 (1250 ve 2500
ppm) ergin evreye ulasan birey sayisini kontrole gore yaklasik beste bir oranina 6nemli
derecede diisiirmiistiir. Bu besinlerden sirasiyla % 13,8 £ 2,40 ve 12,4 + 1,20 oraninda ergin

elde edilebilmistir (Cizelge 4.1).

Borik asit icermeyen kontrol besininden % 81,9 + 4,55 oraninda ergin elde edilmis olup bu
erginlerin % 38,9 + 12,88’i erkek, % 43,0 + 10,64’ii disidir. Borik asitin denenen
konsantrasyonlarini igeren besinler hem erkek hem de disi birey oranin1 6nemli derecede
diigiirmiislerdir. Borik asitin 940 ppm’in iceren besin erkek orammi % 16,6 + 2,77’ ye disi
oranini ise % 23,6 + 2,30’a diisiirmiistiir. Besine borik asitin 1250 ve 2500 ppm’inin ilave
edilmesi ise her iki esey oranini daha da diisiirmiistiir. Borik asitin en yiiksek konsantrasyonu
olan 2500 ppm’i erkek oranini % 6,9 + 1,20’ye disi oranini ise % 5,5’e indirmistir (Cizelge
4.1).

Borik asit icermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda borik asitin denenen diger
konsantrasyonlarimi iceren besinler erkek erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde 6nemli derecede

etkili olmamigtir. Borik asit icermeyen kontrol besininde erkek erginler 5,8 + 0,13, disiler
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7,8 = 1,52 giin yasamislardir. Borik asitin 620 ppm’i ile denenen yiiksek konsantrasyonlari
erkek bireylerin omiir uzunlugunda ortalama 1-2 giin arasinda uzamaya sebep olmalarina
ragmen bu siire istatistiksel olarak 6nemli olmamustir. Borik asitin 940 ppm’i ve denenen en
yiikksek konsantrasyonu diginda diger konsantrasyonlarin disi ergin Omiir uzunlugu iizerinde
onemli etkisi olmamistir. Borik asitin 620 ve 1250 ppm’i sirasiyla disi Omiir uzunlugunu 10,5
+ 1,34 ve 9,1 + 1,78 giine uzattig1 halde bu uzama istatistiksel olarak 6énemli olmamistir. Buna
karsilik borik asitin 940 ppm’i disi 6miir uzunlugunu 7,8 £+ 1,52 giinden 12,1 £ 1,92 giine
yaklagik ortalama 4 giin 6nemli derecede uzatmistir. Borik asitin denenen en yiiksek
konsantrasyonu 2500 ppm ise ergin disi Omiir uzunlugunu 4,7 + 0,21 giine 6nemli derecede

azaltmistir (Cizelge 4.1).
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Ie

Cizelge 4.1 Borik asitin G. mellonella larvalarinin ergin yasama orani, esey orani ve 6miir uzunluguna etkisi.

Ergin olma Esey oran1 (%) Ergin 6miir uzunlugu (giin)
Borik asit
(ppm) orani (%) Erkek lfisi Erkek lfisi

ort' + S.H Ort'+SH)’ (Ot +S.H) (Ot +SH)' (Ort +S.H)

0,00° 81,9+4,55a  38,9+12,88a 43,0+10,64a 5,8+0,13a 7,8 £1,52a

156 41,6 £3,10b 16,6 £2,77b 25,0 £1,39b 6,2+0,51a 7,9 £0,92a
620 30,5 +3,10b 16,6 +3,40b 13,9 +3,10bc 8,1+1,03a 10,5 + 1,34ab

940 40,2 £3,02b 16,6 £2,77b 23,6 £2,30b 59+0,35a 12,1 £1,92b

1250 13,8 +2,40c 6,9 + 1,20c 6,9 + 1,20c 7,0 £1,41a 9,1 +1,78a

2500 12,4 +1,20c 6,9 +1,20c 5,5 £0,00cd 7,5 £0,90a 4,7+0,21c

“Dért tekrarin ortalamast, her bir tekrar icin 20 larva kullanildi.
i Aynt siitunda ayn1 harfi iceren degerler birbirinden farkl degildir, P > 0,05 (x2 testi, LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Borik asit icermeyen).



4.2 BORIK ASITIN G. MELLONELLA’NIN YUMURTA VERIMi VE ACILMA
ORANINA ETKISI

Borik asit icermeyen kontrol besine gore, borik asitin 156 ve 620 ppm’ini iceren besinler bir
giinde disi basina birakilan yumurta sayisim diisiirmelerine ragmen istatistiksel olarak énemli
bir fark ortaya cikmamustir. Kontrol besininden elde edilen disilerden 85,7 +12,62 yumurta
elde edilmis olup bu say1 620 ppm borik asit tarafindan 78,6 + 19,74’e diisiiriilmiistiir. Buna
karsilik borik asitin 940 ppm ile yetistirilen disilerin yumurta verimi 6nemli derecede azalmis
olup yumurta sayisi disi bagina bir giinde 28,4 + 9,11’e diigmiistiir. Borik asitin bu
konsantrasyonunda (940 ppm) yumurta verimi azalmasina ragmen, 156 ve 620 ppm ile
karsilastirlldiginda bu azalma istatistiksel olarak onemli olmamistir. Borik asit icermeyen
kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktig1 yumurtalarin % 90,0 £ 2,13’ agilmistir. Borik
asitin 156 ppm’i kontrol besine gore karsilagtirildiginda yumurta agilimi iizerinde de etkili
olmamustir. Bu besin yumurtalarin % 82,6 + 1,36’1n1n ag¢ilmasina neden olmustur. Borik asitin
620 ve 940 ppm’ini iceren besinlerde yumurtalarin acilma orani dnemli derecede azalmistir.
Kontrolde % 90,0 + 2,13 olan agilma orami bu besinlerde sirasiyla % 60,3 + 2,48 ve 59,1 +
6,18’e kadar diismiistiir. Borik asitin denenen yiiksek konsantrasyonlarinda (1250 ve 2500

ppm) disiler yumurta birakmamistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Borik asitin G. mellonella’nin yumurta verimi ve acilma oranina etkisi.

Borik asit Yumurta verimi Acilma orani
(ppm) (gtin/disi) (%)

(Ort”" + S.H) (Ort" + S.H)

0,00° 85,7+ 12,62a 90,0 +2,13a

156 60,8 + 10,65ab 82,6 £ 1,36a

620 78,6 + 19,74ab 60,3 +2,48b

940 28,4+9,11b 59,1 £6,18b

jDﬁrt tekrarin ortalamasi, her bir tekrar icin 10 ergin kullanildi.
' Aym siitunda aym harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
Kontrol besini (Borik asit icermeyen).
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4.3 BORIK ASITIN G. MELLONELLA YUMURTALARININ MDA, PROTEIN
KARBONIL MIKTARI VE GST AKTIiVITESINE ETKIiSi

Borik asit icermeyen kontrol besine gore borik asitin 156 ve 940 ppm’i yumurtalardaki MDA
miktarim 6nemli derecede etkilememistir. Denenen en diisiik miktar olan 156 ppm borik asit
kontrole gore iki kat1 oraninda MDA miktarin1 artirdigi halde istatistiksel olarak fark meydana
gelmemistir. Borik asitin 620 ppm’ini igeren besin MDA miktarim 0,01 + 0,002 nmol/mg
protein’den 0,03 + 0,010 nmol/mg proteine ii¢ kati oraninda 6nemli derecede yiikseltmistir

(Sekil 4.1).

Kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktig1 yumurtalarda protein karbonil miktart 2,51 +
0,13 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilastirildiginda 156 ppm
borik asit protein karbonil miktarini 4,69 + 0,36 nmol/mg protein’e yaklasik iki kat1 oraninda
onemli derecede artirmistir. Borik asitin 620 ve 940 ppm’i ise protein karbonil miktarin
kontrole gore diisiirmelerine ragmen bu azalma istatistiki bakimdan 6nemli olmamistir. Borik
asitin bu konsantrasyonlarini iceren besinler protein karbonil miktarlarini sirasiyla 1,86 £ 0,19

ve 2,16 £ 0,23 nmol/mg protein’e diisiirmiistiir (Sekil 4.2).

Borik asit icermeyen kontrol besininde yumurtalarin GST aktivitesi 0,25 £ 0,047 pmol/mg
protein/dk olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilastirildiginda 156 ppm borik asit GST
aktivitesi lizerinde etkili olmamustir. Buna karsihik, 620 ve 940 ppm borik asit
konsantrasyonlar1 GST aktivitesini 6nemli derecede diisiirmiislerdir. Borik asitin 620 ppm’ini
iceren besin GST aktivitesini kontroliin yarisina kadar diisiirmiis olup 0,14 + 0,005 umol/mg
protein/dk olarak aktivite bulunmustur. Besine 940 ppm borik asit ilave edilmesi ise GST
aktivitesini kontrole gore iicte bir oraninda Onemli derecede azaltmistir. Bu besin GST

aktivitesini 0,09 + 0,015 pumol/mg protein/dk’ya kadar diistirmustiir (Sekil 4.3).
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0,045 -
0,04 -
0,035 -
0,08
0,025 -
0,02
0,015
0,01
0,005 -

MDA miktari
(nmol/mg protein)

156 ppm 620 ppm 940 ppm
Borik asit konsantrasyonlari

Sekil 4.1 Borik asitin G. mellonella yamurtalarinin MDA miktarina etkisi.

Protein karbonil miktan
(nmol/mg protein)
w

156 ppm 620 ppm 940 ppm
Borik asit konsantrasyonlari

Sekil 4.2 Borik asitin G. mellonella yamurtalariin protein karbonil miktarina etkisi.
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GST aktivitesi (umol/mg/protein/dk)

0,35 -
0,3 a a
0,25
0,2 1
0,15 -
0,1

0,05 -

0,00 156 ppm 620 ppm 940 ppm
Borik asit konsantrasyonlari

Sekil 4.3 Borik asitin G. mellonella yamurtalarinin GST aktivitesine etkisi.
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BOLUM 5

TARTISMA

Bu calismada Pyralidae ailesine ait olan biiyiikk bal mumu giivesi G. mellonella (L.) model
alinarak iilkemizde tarimsal {iriinlere zarar veren oncelikle Pyralidae familyasina ait tiirlerin
ve genelde ise diger zararlh tiirlerin kimyasal miicadelesinde iilkemiz dogal bor
rezervlerimizden {lretilen borik asitin besinsel karistmlarinin kullanilabilirliginin laboratuar
sartlarinda arastirllmas1 amaclanmistir. Bu calismada sirasiyla iki sonu¢ elde edilmistir.
Bunlardan ilki, bocegin ergin ozelliklerine en etkili olan borik asit konsantrasyonunun 940
ppm oldugunun belirlenmesidir. ikincisi ise borik asitin bocek iizerindeki oksidatif etki
mekanizmasim anlayabilmek amaciyla, borik asit ile beslenen bocegin yumurta evresinde
oksidatif diizey ve detoksifikasyon kapasitelerindeki degisimlerin ortaya konmasidir. Borik
asitin ve sodyum tetraboratin tek baslarina besinsel karisimlarinin etkileri G. mellonella (L.)
tizerinde denenmis olup (Hyrsl et al. 2007, Durmus and Biiyiikgiizel 2008) bu inorganik
insektisitlerin disilerin biraktigi  yumurtalardaki oksidatif etkisi ile detoksifikasyon
kapasitesine etkisi calisilmamistir. Diinyada ve iilkemizde tarim alanindaki zararhilar ile
miicadele ederek daha kaliteli iiriin elde etmek amaciyla genis etkili kimyasal insektisitler
yogun olarak kullanilmaktadir. Tarimsal alanda kullanilan bu insektisitler hedef organizmalar
yok ederek iiriin artisina neden oldugu gibi hedef olmayan canlilara da zarar vermektedir.
Tarim bitkileri zararlis1 bocekler ile miicadelede Lepidoptera takimina ait tiirlerin
laboratuvarda yapay ortamlarda yetistirilme caligmalari yeni pestisitlerin gelistirilmesi ve
kesfedilmesi dogrultusunda biiyiik bir hizla artmakta olup bu amagla farkli model bocek

turleri ve beslenme teknikleri kullanilmaktadir.

Lepidoptera takimina ait biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella (L.) larvalarini laboratuvarda
ergin evreye kadar yetistirmek i¢in kullanilan yapay besine farkli miktarlarda katilan bir bor
tiirevi borik asitin bdcegin ergin yasama orani, esey orani, ergin disi ve erkek dmiir uzunlugu,
yumurta verimi ve acgilma orani ile yeni birakilan yumurtalardaki lipid peroksidasyonunun

onemli bir iiriinii olan MDA ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil miktarlarina,
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detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine etkisi incelendi. Bu ¢alismanin sonuglar1 borik asitin
denenen karigimlarinin ¢alisilan bocegin ergin ozellikleri ile ilgili biyolojik etkinligini ve
yumurta sayist ve a¢ilimini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Benzer biyolojik
tepkiler borik asit ve diger bor tiirevi maddeler (sodyum tetraborat) ile maruz kalan diger

zararli bocekler icin de kaydedilmistir (Nigg and Simpson 1997, Yang et al. 2000 b).

Borik asitin, yumurtalarda oksidatif stresin gostergeleri olan lipid peroksidasyonu {iriinii
MDA ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil miktarlarinin artisina karsi, onemli bir
detoksifikasyon enzimi olan GST aktivitesinde degisimlere sebep oldugu agik¢a goriilmiistiir.
Bu sonuglar G. mellonella (L.) erginlerinin biyolojik 6zellikleri tizerindeki olumsuz etkilerin
borik asit ile uyarilan oksidatif stresten kaynaklanabilecegini gostermektedir. Bu calismada
ayrica borik asitin G. mellonella (L.) iizerinde fizyolojik ve biyokimyasal etkisinin
arastirllmasinda, disiler tarafindan yeni birakilan yumurtalarda lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu seviyesi ile 6nemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST aktivitesindeki
degisimlerin tespit edilmesi ve bu degisimler ile birlikte, bécegin ergin yasama orani, ergin
disi ve erkek Omiir uzunlugu, esey oram ile yumurta verimi ve yumurtalarin agilma oranin,
olumsuz yonde etkileyen konsantrasyonlarin belirlenmesi borik asitin inorganik insektisit
olarak kullanilabilirliginin incelenmesinde ©nemli kriterler olmustur. Bdylece iilkemizin
kendi 6z kaynaklarinin islenmesi ile gelistirilen bir tiriiniin zararli boceklerin miicadelesinde
kullanim ile ilgili bu yeni yaklasim tarimsal iiriinlerin korunmasinda cevreye duyarli bir

yontem olmaya adaydir.

Aym tiiriin farkli gelisim evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu
bilinmektedir (Grenier et al. 1986). Bu yiizden denenen borik asitin besinsel karigim halinde
etkisinin bocegin farkli ergin 6zelliklerine gore degismesi de beklenen bir sonugtur. Bunun
yaninda herhangi bir insektisitin uygulama yontemi, formiilasyonu ve insektisitin etkinligi de
onemlidir (Appel et al. 2004). Bu ¢alismada bocek iizerindeki etki borik asitin uygulanan
farklt konsantrasyonlar1 ile degismistir. Borik asitin yalnizca yiiksek konsantrasyonlarini
iceren besinler disi Omiir uzunlugunu, yumurta verimi ve agilma oranim 6nemli derecede
diisiiriirken, denenen tiim borik asit konsantrasyonlar1 bocegin ergin yasama orani ile erkek ve
disi esey oranim diisiirmiistiir. Borik asitin erkek Omiir uzunluguna ©nemli bir etkisi

olmamastir.
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Burada yalnizca 620 ppm BA iceren besin kontrol besinine gore G. mellonella (L.)
yumurtalarinin MDA miktarin1 dnemli derecede artirmistir. Kontrol besine 156 ppm borik asit
ilave edilmesi de oksidan etki gostermis olup MDA seviyesinde kontrole gore Onemli
olmayan bir artisa sebep olmus ancak protein karbonil miktarin1 nemli derecede artirmistir.
Besinde borik asit miktarinin 620 ppm’e c¢ikarilmast GST aktivitesinde énemli olmayan bir
azalmaya sebep olurken 940 ppm borik asitin enzim aktivitesini Onemli derecede

diistirmuistiir.

Daha onceki bir calisma bir bor tiirevi olan borik asitin 620 ppm ve daha yiiksek
konsantrasyonlarinin (1250 ve 2500 ppm) G. mellonella (L.)’nin yasama oraninm diisiirdiigi,
gelisme siiresini kisalttigi, ergin omiir siiresini ise uzattigini gdstermistir. Bu konsantrasyonlar
bocegin son evre larvalari ile yeni pup olmus bireylerin hemolenf ve yag dokusundaki MDA
miktarim1 artirmis, antioksidan enzimler SOD, CAT, GST ve GPx aktivitelerini ise 6nemli

derecede degistirmislerdir (Hyrsl et al. 2007).

Buna kargin, bu calismada ise borik asitin 1250 ve 2500 ppm’i ile yetistirilen disilerin hicbiri
yumurta birakmadigindan MDA, protein karbonil ve GST analizi yapilamamstir. Onceki
calismalar ile karsilastirildiginda borik asitin oksidatif etkisinin arastirildigt G. mellonella
(L.)’nin gelisim evresi ya da dokusu farkli olmasina ragmen bocegin tiim biyolojik 6zellikleri
tizerindeki olumsuz etkisinde oksidatif hasarin, antioksidan savunma ve detoksifikasyon

sistemindeki degisimin rol oynadigi goriilmektedir.

Borik asitin bocek iizerinde 6nemli derecede olumsuz etki yapan konsantrasyonu besine ilave
edilen borik asitin besin ile muhtemel etkilesimine gore degismistir. Genelde borik asitin 620
ppm’inden itibaren bocegin ergin biyolojik 0Ozellikleri olumsuz yonde etkilenirken

yumurtalarindaki oksidatif ve detoksifikasyon diizeyinde de degisiklik olmustur.

Borik asit uzun siireden beri hamam bdcegi basta olmak iizere kapali alanlarda insan ve
hayvan saghigm dogrudan ya da dolayli tehdit eden bdoceklerin  miicadelesinde
kullanilmaktadir (Ebeling 1995). Bécegin metabolizmas: iizerinde bir mide zehiri gibi etkisini
gosteren borik asit son zamanlarda inorganik insektisit olarak kullanimdaki yerini almaya
baslamistir. Bu madde 6n (foregut) ve orta bagirsaga (midgut) zarar verdiginden besin
alinmasin1 ve alinan besinin sindirilmesini Onleyerek bocegin Slmesine sebep olmaktadir

(Cochran 1995). Borik asitin boceklerdeki etki mekanizmasi tam olarak ortaya cikarilmamis
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ancak bor mineralinin sindirim islemini bozarak bocekleri 6ldiirdiigii bilinmektedir. Bu durum
bocegin yasama ve gelisimi i¢in gerekli olan besinsel ihtiyacim1 karsilayamamasina sebep
olmaktadir. Borat iyonlar1 ayn1 zamanda bir ¢ok islevsel organik grup ve seker alkolleri ile
giiclii kompleksler olustururlar (Williams and Atalla 1981, Hu et al. 1997). Diger taraftan
borun hiicreler arasindaki baglant1 bolgelerini tahrip ettigi bilinmektedir (Klotz et al. 2000).
Ayrica borik asitin zararhilarla miicadelede kullanilmasimin diger nedeni kisirlastirict
etkisinden dolay1 bocegin cogalmasini 6nlemesidir (Zhou and Le Patourel 1990). Borik asitin
diigilk konsantrasyonlarda besinsel karisimlart bocegin besin almasimi uyarir. Bunun
sonucunda tiiketilen besin miktarinin artmasi ile alinan borik asit miktar1 da artar. Borik asit
ozellikle bal arilari, kus, balik, sucul omurgasizlar ve biyolojik kontrol ajan1 yararli boceklere
ve memelilere kars1 toksik etkisi ¢ok diisiiktiir (Weir and Fisher 1972). Fosfor ve kalsiyum
boceklerin larval evresi i¢in oldukca Onemli besinsel elementlerdir. Borik asit ve sodyum
tetraboraks kalsiyum, magnezyum, bakir ve fosfor gibi besinsel elementlerin metabolizmasini
etkiler. Borik asit karbohidratlar (monosakkarit ve polisakkaritler), niikleotidler (adenozin
monofosfat, NAD) ve vitaminler (askorbik asit, pridoksin ve riboflavin) ile kompleks
olusturarak bu besinsel molekiillerin bocekler tarafindan yeterli derecede alinmasini Snler

(Xue and Barnard 2003).

Zararl boceklerin miicadelesi amaciyla cesitli besinlere ilave edilen borik asit ve sodyum
tetraborat gibi bor tiirevi c¢esitli kimyasallarin yiiksek konsantrasyonlarda gelismeyi
geciktirdigi, yumurta iiretimini ve agilimini azalttigi, larval ve pupal evrede 6liim oranini ve
ergin omiir uzunlugunu artirdigi goézlenmistir (Xue and Barnard 2003, Zurek et al. 2003, Gore
and Schal 2004, Gore et al. 2004, Hyrsl et al. 2007). Borik asitin % 1’lik konsantrasyonu A.
albopictus (Skuse) (Diptera:Culicidae)’'un % 98’ini Sldirmiistiir (Xue and Barnard 2003).
Mullens ve Rodriguez’e (1992) gore disodyum oktaborat tetrahidratin % 1 ve 2’lik
konsantrasyonu ev sine8i Musca domestica (Linnaeus 1758) ve kiiciik ev sine8i Fannia
canicularis (Linnaeus 1761) (Diptera:Muscidae)’in yasama oranim Onemli derecede
diisiirmiistiir. A. mellifera (L.)’nin besinine 2,5 ve 7,5 mg/g (mg/g besin) oraninda ilave edilen
borik asit, kontrol grubuna gore is¢i larvalarin 6liim oranim ilerleyen giinlere gore artirmis
olup borik asitin 2,5 mg’1 5. ve 6. giinde larvalar1 % 100 oraninda Oldiiriirken, 7,5 mg’da 4.
giinde % 100 olim oranina ulasilmistir (Cruz et al. 2009). Bu calismada 151k mikroskobi
analizleri besine 1,0 ve 2,5 mg borik asit ilave edildiginde orta bagirsak hiicrelerinde
sitoplazmik vakuollesmenin bagladigi, 7,5 mg borik asitte ise yogun bir vakuollesme

oldugunu gostermistir. Ayrica yag doku hiicrelerinde piknotik cekirdekler ile birlikte hiicre
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fragmantasyonlar1 goriilmiistiir. Ultrayapr analizi ile ilgili olarak yapilan taramali elektron
mikroskop calismalar1 ise 7,5 mg borik asitin mitokondrilerin baz1 bolgelerinde elektron
yogun graniillerin olusumuna, mitokondrilerin hacimlerinde artistan dolay1 tipik morfolojik

yapilarinda bozulmaya sebep oldugunu gostermistir (Cruz et al. 2009).

Borik asitin bocek iizerindeki patofizyolojik etkilerinin mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle beraber borik asit gibi bazi bor tiirevi kimyasallarin molekiiler oksijene elektron
transfer ederek siiperoksit radikallerinin olusumuna neden oldugu belirtilmistir (Jolly 1991).
Diger taraftan borik asitin Alman hamam bocegi B. germanica (L.) erginlerinin orta bagirsak
epitel dokusunda oksidatif hasara sebep oldugu ve GST aktivitesini artirdigi ortaya
cikarilmistir (Habes et al. 2006). Bu calismada borik asitin bécegin besin almasini uyarmasi
sonucu fazla miktarda kimyasal tiiketmesine baghi olarak beslenme fizyolojisinde
degisikliklere sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Tropik meyve sinegi A. suspensa (Loew)
erginlerinin % 4’liik sodyum tetraborat iceren besin ile beslenilmesi erginlerin 6liim oranini
artirdig1 gibi yumurta verimini ve a¢ilimin 6énemli derecede diisiirmiistiir (Yang et al. 2000
b). Bu sonuglar ile uyumlu olarak borik asitin yiiksek konsantrasyonlart G. mellonella (L.)
larvalarinin ergin olma orani ile disilerin yumurta verimini ve agilma oranini dnemli derecede
diisiirmiistiir. Larval besinle alinan borik asitin ergin disilerin yumurta verimi ve a¢ilma orani
tizerindeki olumsuz etkisi yumurta iiretimi ile ilgili organlarda ve iiretilen yumurtalardaki
embriyonal gelisim sirasinda oksidatif hasarin artmasi sonucu olabilir. Bazi omurgal
tirlerinde yumurta agiliminin oksidatif stresin artis1 ile ters orantili oldugu bilinmektedir

(Alonso-Alvarez et al. 2010).

Larval evrede alinan dogal ve yapay besin maddelerinin kalitesi ve besinsel dengesi ¢ogu
bocegin erginlerinin tireme ve diger baz1 6zellikleri ile ergin omiir uzunlugu (hayatta kalma
stiresi) iizerinde etkilidir (Slansky and Scriber 1985, Eischen and Dietz 1987, Ridgway and
Mahr 1990). Zararh bir dipter tiir olan Akdeniz meyve sinegi Ceratitis capitata (Wiedemann
1824)’nin larval evrede aldigi besinin ergin olusumunu, viicut biiyiikliiglint, eseysel
olgunlugunu, yumurta birakma davranisini1 ve yasama siiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang
et al. 2001). Borik asitin denenen besinsel karigimlarinin hi¢ biri G. mellonella (L.) erkek
erginlerinin Omiir uzunlugu iizerinde istatistiksel olarak etkili olmamistir. G. mellonella
(L.)’nin ergin omiir uzunlugu mevsime (kis ve yaz aylar1) gore degismekte olup esey oranlari
ise her mevsimde 1:1,1 (populasyon i¢i paylar % 50: % 55) oranindadir (Chang and Hsieh

1992). Bu calismada erkek ve disi bireylerin Omiir uzunlugu ayr1 ayri ele alinmistir.
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Kilinger’de (1976) yapmis oldugu calismasinda belirli bir dogal konak ile yetistirilen Bracon
hebetor (Say 1836) erginlerinden erkek bireylerin disilere gore daha kisa yasadigini, erkek
bireylerin 6miir uzunlugunun ortalama 7,4 + 2,6 (4-14) giin, disi bireylerin 6miir uzunlugunun
ise ortalama 19,7 £ 2,6 (10-30) giin oldugunu belirtmistir. Bu sonuglar, calistigimiz bdcegin
Lepidoptera takimina ait bir tiir olmasimna ragmen elde ettigimiz sonuclar ile benzerlik
gostermektedir. Borik asitin en yiiksek konsantrasyonu (2500 ppm) hari¢ kontrol ve borik
asitin denenen diger diisiik konsantrasyonlarimin tiimiinde G. mellonella (L.) erkekleri
disilerden daha kisa siire yasamiglardir. Borik asitin 2500 ppm’inde disilerin erkeklere gore
daha kisa yasamasi disilerin larval besin ile alinan yiiksek konsantrasyonlarda borik asite
ergin sonrasi hassas oldugunu gostermektedir. Bu goriis borik asitin 1250 ve 2500 ppm’i ile

yetistirilen disilerin yumurta birakmadiginin tespit edilmesi ile destek bulmaktadir.

Baz1 ¢alismalarda ¢esitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birka¢ bocek tiiriiniin ergin
Omiir uzunlugundaki artisin lipid peroksidasyonu diizeyinin diigmesi (Sestini et al. 1991) ve
antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinin yiikselmesi (Bains et al. 1998, Sun et al.
2002) ile iligkili oldugu ileri siiriilmiistiir. Daha 6nceki bir calismada borik asitin tek basina
denenen yiiksek konsantrasyonlarinda (620-2500 ppm) G. mellonella (L.) larvalarinin
hemolenf ve yag doku MDA miktarinda artis gozlenirken, pupal hemolenf MDA miktarinda
diisme gozlenmis, pupal yag dokuda ise MDA miktar artmistir. Buna karsilik yiiksek borik
asit konsantrasyonlarinda (1250 ve 2500 ppm) son evre larvalarinin hemolenf GST aktivitesi
onemli derecede degisiklik gostermis olup ergin Omiir uzunlugu ise Onemli derecede
kisalmistir (Hyrs$l et al. 2007). Bu c¢alismanin sonuglart borik asitin boce§in ergin Omiir
uzunlugu iizerindeki olumsuz etkisinin oksidatif stresten kaynaklanabilecegini isaret etse de
diger ergin 6zellikleri tizerindeki olumsuz etkilerin de borik asit tarafindan uyarilan oksidatif
stresten etkilenebilecegi bir gercektir. Bu ¢alismada 940 ppm borik asit disilerin daha uzun
yasamasina sebep olurken bu disilerin yumurtalarindaki MDA ve protein karbonil miktarlarini
onemli derecede etkilememis, GST aktivitesinde ise Onemli azalmaya sebep olmustur.
Antioksidan enzimler asir1 oksidatif stres durumunda olusan reaktif molekiillere karsi hassas
olduklarindan (Pigeolet et al. 1990), borik asitin bu yiiksek konsantrasyonu tarafindan iiretilen
serbest radikaller GST enziminin aktivitesini diisiirmiis olabilir. Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830)’de glutatyona bagimli enzimlerin (GST ve GPx) aktivitelerindeki artigin dmiir
uzunlugunda artisa neden oldugu ve oksidatif strese direncin arttig1 gdzlenmistir (Parkes et al.
1993, Sohal et al. 1995, Sun et al. 2002). Biiyiikgiizel (2006) organofosforlu insektisitlerin

Oldiiriicii olmayan dozlarina kars1 bir tepki olarak Pimpla turionellae (Linnaeus 1758)
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erginlerinde SOD aktivitesinin ve Omiir uzunlugunun arttigmn gostermistir. Uzun siire
fenitrotiyona maruz birakilan Lepidoptera takimma ait S. exigua (Hubn)'nmin erginlerinde
artan SOD aktivitesi ile birlikte yasama oraninin ve omiir uzunlugunun arttigi goézlenmistir
(Adamski et al. 2003). Bu calismada borik asit ile yetistirilen G. mellonella (L.) erginlerin
Omiir uzunlugunun antioksidan enzimlerin aktivitelerindeki degisimler ile iliskisi
incelenmemistir. Daha Once yapilan bu calismalarin sonuglar1 ve G. mellonella (L.) ile
yapilan bu calismadan elde edilen sonuglar birlikte ele alindiginda oksidatif-antioksidatif
tepki ile iliskili olarak Omiir uzunlugundaki degisme bocegin tiirii ile denenen oksidan

maddenin tiiriine ve konsantrasyonuna bagh oldugu goriilmektedir.

Borik asiti iceren besin ile beslenen larvalardan elde edilen erginlerin erkek ve disi oranlari
onemli derecede azalmistir. Disi birey sayisimin 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 oraninin fazlasiyla degisebildigini belirtmistir. Esey oranindaki bu degisimler
yumurta birakan disiye, erkek ve disi larvalar arasindaki 6liim farkina, disilerdeki ciftlesme
sayist 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 igerir. 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 tagirlar (Traut et al. 2007). W kromozomu bir¢ok tiirde heterokromatiktir.
Heterogametik esey kromozomlar igeren Ephestia kuehniella (Zeller 1879) ve G. mellonella
(L.)’nin W kromozomunda da karsilagtirmali genomik hibridizasyon yontemi ile eseyi tayin
eden iki farkli bolge tespit edilmistir (Sahara et al. 2003). Hamam bdcegi ve ¢ekirgelerin dahil
oldugu Ortoptera takimi ile Heteroptera takimin birgok tiiriinde ise Y kromozomu tamamen
ortadan kalkmistir. Bu tiirlerde XX kromozomlarini tagiyan birey disi, tek X kromozomu
tasityan birey ise erkek (X0) olmaktadir. Boylece XO bireyleri, Drosophila’dakinin aksine
verimli erkeklerdir. X0 iceren Drosophila erkekleri ise kisirdir (De Falco et al. 2008).
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Lepidoptera takimina ait tiirlerde kromozomal olarak genetik esey belirlenmesinin diginda
ekstrakromozomal sekilde disi bocek tarafindan yumurta aracilifiyla kalitsal olarak nesilden
nesile nakledilen Wolbachia cinsi bakteriler [Wolbachia pipientis (Hertig 1936)] tarafindan
bocegin lireme sekli degistirilmektedir. Bu tiirlerde Wolbachia’min sitoplazmik enfeksiyonu
sonucunda biiyiik oranda disi birey olusturulmaktadir. Bu mikroorganizma tarafindan uyarilan
agint  digi iiretimi t¢ mekanizma ile gerceklesmektedir (Kageyama et al. 1998).
Mekanizmalardan birincisi, bu mikroorganizmalarin partenogenezi uyararak biiyilk oranda
disi birey olusumunu saglamasi, ikincisi, erken evrelerde secici olarak erkeklerin 6liimii (male
killing) ve igciinciisii ise erkeklerin genetik olarak disilestirilmesidir. Disi bocek tarafindan
kalitimsal olarak dolden dole gecirilen Wolbachia ile enfekte olan tamamen disi d6l meydana
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 yalmizca disi dol vermektedir (Ishihara 1992). Apollo kelebegi
Parnassius apollo (Linnaeus 1758)’nun yabanil tipi ise agirlikli bir sekilde erkek yonelimli
dol vermekte olup esey orami 2:1 oramina olduk¢a yakindir (Pawel 2004). Esey orami
genellikle populasyon yogunluguna gore de degismektedir. Kelebek tiirli Boloria aquilonaris
(Stichel 1908) (Lepidoptera:Nymphalidae) erkekleri ugma doneminin baslangicinda oldukca
fazla iken disiler bu periyodun sonuna dogru artmaktadir. Populasyon igerisindeki erkeklerin
orani populasyonun yogunlugu azaldiginda yiikselme egilimindedir (Gorbach 1998). Yaklasik
1000 tiirti icine alan keseli kurt (bagworm) ailesinden (Lepidoptera:Psychidae) laboratuvarda
yetistirilen tiirlerde erkek yonelimli esey orani elde edilmektedir (Rhainds et al. 2009). Bu
tiirlerin tarla populasyonlarinda erkek birey orami disi oranina gore daha fazla, daha diisiik ya
da esit yogunluktadir. Ancak disi larvalarin erkeklerden daha fazla beslenmeye ihtiyac
duymas1 ve besin bakimindan tiir i¢i rekabete daha hassas olmasi sebebiyle populasyonun
yogunlugu genellikle erkek yonelimli esey oram ile iligkilidir. Kir tirtili giivesinin birkag yil
boyunca diisiik ve yogun oldugu iic bolgeden toplanan yumurtalardan acilan larvalarin
laboratuvarda beslenilmesi sonucunda esey orani yumurtalarin toplanildigi populasyonun
yogunluguna gore degismistir. Diisilk yogunluklu bolgeden toplanan yumurtalar yiiksek
yogunluklu bolgeden toplanan yumurtalara gore daha fazla sayida disi birey olusturmustur
(Myers et al. 1998). Heliothis armigera (Hiibner 1805)’da cinsiyet orani (disi:erkek)
pupalarda ortalama 1,00:1,07, disi ve erkeklerin populasyon i¢indeki paylar ise sirasiyla %

48,3 ve % 51,7, erginler iizerindeki cinsiyet oram ise ortalama 1,00-1,08, disi ve erkeklerin
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populasyon ic¢indeki paylart ise % 47,9 ve % 52,1 olarak bulunmustur (Kaya ve Kovanci
2000). Bu calismada ayrica cinsiyet oraninin yillara gore, tarla ve laboratuvar populasyonuna
gore degistigini, sonu¢ olarak cinsiyet oraninin 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 orami 0,74:1,00 (erkek: disi) dir. Eyliil ayinin sonlarina
dogru toprakta diyapoza giren larvalarin esey orami 1,47:1,00, martta pupalarin cinsiyet orani
1,30:1,00 ve nisan-mayis aylarinda ise erginlerin esey oram 1,56:1,00 olarak erkek lehine
artmistir (Mazanec 2007). Tiim bu caligmalardan anlasildigi gibi Lepidoptera takimina ait
boceklerin esey oranm1 c¢ok degisik faktorlerin etkisi altindadir. Borik asitin bazi
konsantrasyonlarini igeren besinlerde G. mellonella (L.)’nin disi esey orani ayni besindeki
erkek esey oranina gore artig gostermesine ragmen istatistiksel olarak Onemli bir artis
olmadigr goriilmektedir. Genelde denenen borik asit konsantrasyonlarinin tiimii kontrol ile
karsilastirildiginda erkek ve disi esey oranini 6nemli derecede diisiirmiistiir. Ancak borik
asitin esey oram iizerindeki muhtemel etkisini ortaya ¢ikarmaya yoOnelik daha detayli

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Borik asitin en yiiksek miktarim1 (940 ppm) igceren besin disilerin yumurta verimini ve
yumurtalarin acilma oranin1 olumsuz yonde etkilemistir. Bu miktarlar1 iceren besinde
yetistirilen digilerin yumurta veriminde onemli bir azalma olmus, birakilan yumurtalarin biiyiik
bir cogunlugunun embriyonik gelisimi tamamlayamadigi ve normal olarak agilamadigi
goriilmiistiir. Ekonomik olarak zarara sebep olan boceklerin yumurta sayisinin azalmasi ve bu
yumurtalarin canlilik oraninin diisiik olmasi boceklerin kontroliinde énemlidir. Bazi ¢alismalar
cesitli bor tiirevlerinin Lepidoptera ve diger takimlara ait zararh tiirlerin yumurta {iretimini
cogunlukla olumsuz yonde etkiledigini ortaya ¢ikarmistir. Besine ilave edilen sodyum tetraborat
G. mellonella (L.) disilerinin yumurta verimini ve birakilan yumurtalarn agilma oranim
diisiirmiis olup denenen en yiiksek sodyum tetraborat konsantrasyonunda (% 0,3) disilerin
hi¢biri yumurta birakmamaistir. Sodyum tetraboratin % 0,2’lik besinsel konsantrasyonu yumurta
sayisim 57,2 + 3,0’den 33,2 £ 2,7’ye, agilma oranmim ise % 83,4 + 3,3’den 38,8 + 2.9%e
diisiirmiistiir (Durmus and Biiyiikgiizel 2008). Bu calismada borik asitin G. mellonella (L.)
disilerinin yumurta verimi ve agilimu {izerine etkisi ile ilgili elde edilen sonuclar Yang et al.
(2000b) tarafindan A. suspensa (Loew)’da sodyum tetraborat icin elde edilen sonuclar ile
uygunluk gostermektedir. Bu calismada % 0,1’lik sodyum tetraborat A. suspensa (Loew)

yumurta verimini ve acilma oranmimi Onemli derecede diisiirmiis daha yiiksek
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konsantrasyonlardaki sodyum tetraborat ise yumurta iiretimini tamamen Snlemistir. Mullens ve
Rodriguez (1992) % 1 ve 2’lik disodyum oktaborat tetrahidratin M. domestica (L.) ve F.
canicularis (L.) disilerinin yumurta acilimimi % 10’un altina diisiirdiigiinii belirtmislerdir.
Sodyum tetraborat 10 g bezelye tohumu ile kanstirildiginda depolanmis iiriin zararlisi
Callosobruchus analis (Fabricius 1781) (Coleoptera:Bruchidae) disilerinin yumurta sayisim %
24 oraninda diislirdiigii yasama oranim ise % 7,5’e indirdigini gostermislerdir (Khan et al.
1996). Kimyasal miicadelede kullanilan bazi insektisitlerin heteropter boceklerden Pyrrhocoris
apterus (Linnaeus 1758)’da ve Dysdercus cingulatus (Fabricius 1775)’da ovaryum ve folikiil
hiicrelerinin yapisinin bozulmasina, embriyo gelisimi icin 6nemli 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 cesitli
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 (Géde and
Hoffmann 2005). Borik asit baz1 boceklerde AChE enzimini inhibe etmis olup zehirlenme ile
kendini gosteren norotoksik etkiler gostermistir (Habes et al. 2006). Bu calismada denenen
borik asitin besinsel karisimlarinin G. mellonella (L.)’da merkezi sinir sistemini etkileyerek bu
hormonlarim islevinde énemli degisikliklere sebep olabilir. Borik asitin Alman hamam bdcegi
B. germanica (L.) daki toksik ©zelliginin yumurtalarin olgunlasmadan folikiil ile birlikte
atilmasi, normal birakilan yumurtalarn agilma oraminin diismesi gibi olumsuz etkilerden
kaynaklandig1 ileri siiriilmiistiir (Zhou and Le Patourel 1990). Borik asitin B. germanica
(L.)’nin ilk gonadotrofik dongiisii (0, 2, 4 ve 6.glinler) boyunca iireme iizerindeki etkisi
arastirilmig olup bu inorganik insektisitin her iki ovaryumda da oosit sayisim1 ve oositlerin
boyutunu azalttig1 tespit edilmistir (Kilani-Morakchi et al. 2005). Ayrica bu ¢alisma borik asitin
yumurtaliklarin  protein, lipit ve karbohidrat bilesenlerini 6nemli derecede azalttigim
gostermistir. Diger taraftan, bazi niikleozit tiirevi sentetik insektisitler P. apterus (L.)’da
hemolenf, yag doku ve ovaryumdaki protein igeriginde Onemli degisiklige sebep olmus,

yumurta olusumunu tamamen 6nlemistir (Gelbi¢ and Sula 1990).

Bir¢ok bocekte yumurta birakma davramisinin baslamasi i¢in ovaryumun gelisimi, yumurta
iretimi ve olgunlagsmasina ihtiya¢ duyulur. Ovaryumlarin gelismesi ve yumurta hiicrelerinin
biiylimesi vitellin proteininin sentezi sayesinde olup bunlarin hepsi hormonal kontrol
altindadir (Engelman 1979, Zeng et al. 2000). Diger taraftan yumurta birakma davranisi

cevresel sinir sisteminden daha ¢ok merkezi sinir sistemi tarafindan yonetilen ve hormonal
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seviyede gerceklestirilen karmasik bir aktivitedir (Loher et al.1984). Bu yilizden G. mellonella
(L.)’ya besinle verilen borik asitin metabolizmasi sonucu olusan ara iiriinlerinin dogrudan
hemolenfe karisarak kisa bir siire icinde yumurta iiretimi, olgunlasmasi, birakimi ve bu
yumurtalarin acilmasi gibi fizyolojik davramislar1 olumsuz yonde etkilemesi beklenen

durumdur.

Belirtilen bu calismalardan anlasildig1 gibi cesitli bor tiirevlerinin (Durmus and Biiyiikgiizel
2008) veya diger kimyasal insektisitlerin Lepidoptera takimina ait bazi bocekler ile diger
takimlara ait baz1 boceklerin yumurta verimi ve birakilan yumurtalarin agilma orani iizerine
etkileri detayli ¢alisilmistir (Krishnamoorthy 1985, Adamski et al. 2003). Buna karsilik bu
kimyasallarin yumurtalardaki oksidatif etkileri ile antioksidatif veya detoksifikasyon
kapasitesi iizerine etkileri ¢alisilmamigtir. Endosiilfana maruz kalan Lepidoptera takimina ait
bazi tiirlerde, yumurtalarin acilmasindan belirli siire 6nce yapilan analizlerinde oldukca diisiik
GST aktivitesi tespit edilmis olup bu aktivitenin larval evrelere dogru artarak son larva
evresinde en yiiksek diizeye ulagtigi belirlenmistir. Pupa ve ergin evresinde ise tekrar
diismiistiir (Rajurkar et al. 2003). Ancak yumurtalardaki oksidatif hasarin gostergesi olan lipid

peroksidasyonu veya protein oksidasyonu diizeyi ¢calisilmamstir.

Besine cesitli amaclarla ilave edilen kimyasal maddelerin bocek iizerindeki etkilerinin tespit
edilmesi i¢in belirli evrelerdeki biyokimyasal analizlerinin yapilmasi ve fizyolojik
degisimlerin ortaya konulmasi 6nemli kriterlerdir (Ferkovich et al. 1999, Wang et al. 2002,
Zapata et al. 2005). Bu calismada kullanilan borik asitin besine ilave edilen miktarlar1 genel
olarak disilerin yumurtalarinin lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi ile GST
aktivitesini etkilemistir. Aym zamanda besin kalitesinin diisitk olmasi boceklerde bircok
fizyolojik ve davranigsal degisime sebep olur (Slansky and Scriber 1985). Cesitli toksinlere
maruz kalarak besinsel degeri azalmis dogal besin ile beslenen predator bir 6riimcek tiirii
Pardosa prativaga (Koch 1870)’da GST enziminin aktivitesi olduk¢a diisiik bulunmustur
(Nielsen and Toft 2002). Boceklerin serbest radikallerden ve genel oksidatif stresten
etkilendigi bilinmektedir (Timmermann et al. 1999). Bocekleri yetistirmek i¢in kullanilan
yapay besinlerin besin bilesenleri kendi aralarinda ve besine ilave edilen madde ile etkileserek
reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusmasia sebep olurlar. Besinlerde olusan serbest
radikaller toksitenin artmasina bagl olarak larvalarin besin tiiketim oranini degistirmektedir

(Cohen and Crittenden 2004).
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Canlilarin kimyasal maddeler veya cevre kirliligine neden olan maddeler gibi ¢esitli yabanci
maddelerin etkileri altinda kalmalar1, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve dolayisiyla
da metabolik olaylarin bozulmasina neden olur. Serbest oksijen radikalleri sahip olduklari
paylasilmamis elektronlarindan dolay1 oldukga reaktif atom ve molekiillerdir. Bu radikaller
hiicre zarinin doymamis yag asitleri ve 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. Patofizyolojik
durumlarda iiretilen serbest oksijen radikalleri ve organik hidroperoksitleri detoksifikasyon ve
antioksidan sistemler tarafindan uzaklastinlir. Ayrica olusan serbest radikaller sonucu hiicre
zarinin ve diger hiicresel lipid ve proteinlerin yapisinin bozulmasiyla lipid peroksidasyonu
olarak tanimlanan bir dizi reaksiyon gerceklesir ve sonugta aldehit tiirevleri 6zellikle MDA ile
protein karbonil {iriinleri olusur. MDA miktarinin yiikselmesi lipid peroksidasyonu
seviyesinin 6nemli bir gostergesidir (Mano et al. 1995). Cesitli kimyasal ve biyolojik ajanlarin
bazi1 boceklerin hiicre kiiltiirli hatlarinda lipid hidroperoksit ve protein karbonil miktarlarini
artirdig1 ve oksidan strese sebep olduguna yonelik ¢aligmalar mevcuttur (Wang et al. 2001).
Bu kullanilan inorganik insektisit borik asitin bocegin metabolik faaliyetleri iizerine
etkilerinin arastirllmasi, diger boceklerle miicadelede kullanilan maddeler i¢in de bir 151k
olacaktir. Bir organofosfat insektisit olan fenitrotiyonun pamuk ¢izgili yaprak kurdu S. exigua
(Hubn) ve un kurdu 7. molitor (L.) tiirlerinin yag dokusu agirhiginda ve antioksidan
enzimlerden SOD ve CAT aktiviteleri iizerinde degisiklige sebep oldugu gosterilmistir
(Adamski et al. 2003). Kadmiyum, bir heteropter tiir O. fasciatus (Dall.)’'un lipid
peroksidasyonu iiriinii olan MDA seviyesini arttirmig ve bazi antioksidan enzimlerin
aktivitelerini diisiirmiistiir (Cervera et al. 2003). Onemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST
N. lugens (Stal) tiiriinde pretroid grubu insektisitlere karsit diren¢ kazanmasini saglamistir
(Vontas et al. 2001). Endosiilfanin, H. armigera (Hubn.)’nin farkli evrelerindeki cesitli
dokularinda (tiim viicut, orta bagirsak, hemolenf, yag doku, kutikula) GST aktivitesi
incelenmis ve aktivitenin yag dokuda en yiiksek oldugu, yumurta evresinde ise en diisiik
oldugu ortaya cikarilmistir (Rajurkar et al. 2003). A. mellifera (L.) ile yapilan bir calismada
isci ari, erkek ar1 ve kralice armin farkli dokularinda (kas, mide, hemolenf, spermetaka ve
semen) CAT, SOD, GST aktiviteleri incelenmistir (Weirich et al. 2002). Yakinlarda yapilan
bir ¢alismada Alman hamam boécegi B. germanica (L.)’nin besinine ilave edilen borik asitin
orta bagirsagin yapisinda histolojik degisime sebep oldugu ve GST aktivitesini artirdig1 ortaya

cikarilmistir (Habes et al. 2006).
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Boceklerde insektisitlerin toksik etkisini azaltict ve hatta yok edici diren¢ mekanizmalar
gelismistir. Oksidatif strese karsi direncte etkili oldugu bilinen énemli enzim grubu GST dir
(Parkes et al. 1993, Yu 1993, 2004, Sivori et al. 1997, Wei et al. 2001). Boceklerde bu enzim
ailesi (teta siif1) insektisitlerin toksik etkilerine karsi savunma ve direng gelistirme amach is
gormektedir (Clark et al. 1985, Singh et al. 2001). GST bir faz II detoksifikasyon enzimi olup
ksenobiyotikleri glutatyona (GSH; 7y-glutamil-sisteinil-glisin) baglayarak toksitesini azaltir.
Diger taraftan GST hiicre i¢i iyon kanallariin diizenlenmesi ve madde tasinmasi, prostaglandin
biyosentezi gibi cesitli biyosentez yollarinda da rol oynamaktadir (Wilce and Parker 1994). M.
Domestica (L.)’da organofosforlu insektisitlere direncli mutantlarin yiiksek seviyede GST
aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Cakir ve Yamanel 2005). Ancak bu sonuglara zit
olarak borik asiti yliksek miktarlarda iceren besinler ile beslenen G. mellonella (L.) disilerinin
yumurtalarindaki GST aktivitesi onemli derecede azalmistir. Yumurtalarda GST aktivitesinin
azalmasi borik asit tarafindan olusturulan ROT’larin sebep oldugu lipid peroksidasyonu iiriinii
MDA’nin GST tarafindan ortadan kaldirilmasi sonucu enzimin aktifliginin azalmasindan
kaynaklanabilir. Bu nedenle GST enziminin artan ROT ve diger organik hidroperoksitler ile
protein karbonillerin zararl etkilerini yok etmesi sonucu aktivitesi diismiis olabilir (Halliwell
and Gutteridge 1999). Besinsel kalitesi diisiik olan dogal besinlerle beslenen bir Lepidopter
tir L. dispar (L.)’1n orta bagirsaginda antioksidan enzimlerin aktivitelerinin arttigt ve bu
enzim aktivitesindeki artisin farkli larval evrelere bagh olarak degistigi gozlenmistir (Peric-
Mataruga et al. 1997). Benzer sonuglar farkli prooksidanlara maruz kalan M. domestica (L.),
Trichoplusia ni (Hiibner 1802), Spodoptera eridania (Stoll 1782) gibi ¢esitli bocek tiirlerinin
farkli gelisme evrelerinde de gozlenmistir (Ahmad and Pardini 1990, Zaman et al. 1994,
Ahmad et al. 1995).

Lepidoptera takimina ait boceklerin larvalan cesitli oksidan maddelerle beslendigi zaman orta
bagirsaklarinda peroksit radikalleri basta olmak iizere cesitli ROT’lar olusmaktadir. Bu
peroksitler ya besinle alinan veya besin kanalinda daha 6nceden bulunan demir gibi cesitli
aktif metal iyonlar ile etkileserek (Fenton reaksiyonu) hidroksil radikali (OH) ve diger
ROT’lan olusturabilir (Barbehenn et al. 2005). Bu reaktif tiirevler orta bagirsak epitel
dokusunda ve peritrofik zarda protein ve lipid oksidasyonuna bagl oksidatif hasar meydana
getirmektedir (Barbehenn and Stannard 2004). Durmus ve Biiyiikgiizel (2008) tarafindan
sodyum tetraboratin G. mellonella (L.) lizerindeki etkisi icin ileri siiriildiigii gibi bu ¢alismada
borik asitin toksisitesi sonucunda serbest radikal olusumunun artis1 ile yumurta GST

enziminin aktivitesinde degisim olabilir. Diger taraftan borik asitin bir karinca tiirii Atta
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sexdens rubropilosa (Forel 1908) (Hymenoptera:Formicidae)’'nin yasama oranini Onemli
derecede diisiirdiigii ozellikle orta bagirsakta doza ve zamana bagli olarak artan bir

histopatolojik degisime sebep oldugu belirlenmistir (Sumida et al. 2010).

Antioksidan ve detoksifikasyon enzimlerin aktivitelerinin genellikle tiire, gelisme evresine ve
dokuya 6zgii olarak degistigi gozlenmistir (Ahmad and Pardini 1990, Ahmad et al. 1995). Bu
caligmada yumurta evresi disinda diger evrelerdeki enzim aktivitelerinin degisimleri
incelenmemistir. Ancak denenen borik asit konsantrasyonlarinin ergin yasama orani, esey
orani ve Omiir uzunlugu tizerine etkilerinin farklh oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar bécegin
detoksifikasyon kapasitesinin evrelere gore degisebilecegini isaret etmektedir. Cesitli
insektisitlere maruz kalmis pamuk kurdu H. armigera (Hubn.)’daki detoksifikasyon
enzimlerinin aktivitelerinin larval ve ergin evreye gore degistigi bilinmektedir (Leonova and
Slynko 1996). Bu yiizden bocegin ergin evresinde oksidatif stres diizeyi ve bu diizeydeki

degisimlere bagl olarak antioksidan savunma ve detoksifikasyon kapasitesindeki degisimlerin

belirlenmesi amaciyla detayli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Borik asitin besindeki miktarlarinin artisi ile bocek iizerindeki etkisi arasinda genellikle
orantili bir iliski ortaya ¢ikmamustir. Ornegin borik asitin belirli konsantrasyonlarini igeren
bazi besinlerin (620 ve 940 ppm) bocegin ergin disi Omiir uzunlugunu kontrole gore
istatistiksel olarak 6nemli derecede artirmasi bu besine daha sonra borik asitin en yiiksek
miktarlarinin ilave edilmesinin bu olumlu etkiyi ortadan kaldirmasi ilginctir. Hormetik etki
denilen bu mekanizma insektisitlerin diisiik miktarlarina kars1 tolerans gelistirme yoniinde
kisa siireli bir adaptasyon tepkisidir. Hyr$l et al. (2007) borik asitin 156 ppm’inin G.
mellonella (L.) 7. evre larvalarinin ve puplarin yasama oraninda artiga sebep oldugunu, ergin
Omiir siiresini de yaklasik 3 giin uzattigim1 gostermistir. Bu calismada ayrica son evre
larvalarinin hemolenf SOD, GST ve GPx aktivitesinin arttign tespit edilmistir. Bu cesit
etkilerin boceklerde prooksidan ve antioksidan sistem ile iliskili oldugu gosterilmektedir
(Biiyiikgiizel 2006). Benzer sekilde, Lepidoptera takimina ait bir tiir olan L. dispar (L.)’nin
besinine ilave edilen fenolik bir glikozitin bocegin gelisme siiresi ve bilylime oram gibi bazi
biyolojik 6zellikleri ile detoksifikasyon enzimleri iizerine etkisi bu glikozitin besindeki artan
konsantrasyonlart ile uyumlu bir degisim gostermemistir. Bu bdcekteki GST ve esteraz
enzimi besine ilave edilen glikozitin diisiik miktarlart ile artarken yiiksek miktarlar1 bu
enzimlerin aktivitelerini diistirmiistiir (Hemming and Lindroth 2000). Benzer sonuglar borik

asitin (Hyr$l et al. 2007) ve sodyum tetraboratin (Durmus and Biiyiikgiizel 2008) G.
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mellonella (L.) lizerindeki tek baglarma gosterdikleri etkilerde de goriilmiistiir. Bu sonuglar
borik asitin G. mellonella (L.) ile yaptigitmiz bu c¢alismanin sonuglart ile uygunluk
gostermektedir. Holometabol boceklerde besin maddelerinin sindirimi genellikle alkali bir
ortama sahip olan orta bagirsakta gerceklestirilmektedir (Terra 1990). Boylece bu calismada
besinle alinan farkli konsantrasyonlardaki borik asitin G. mellonella’nin orta bagirsaginda
ozmotik dengeyi ve ortamin reaksiyonunu (pH) etkilemesi sonucu farkli oranlarda emilimleri
gerceklesebilir. Daha onceki bir ¢calismada Cisneros et al. (2002) tarafindan borik asit iceren
besinler ile beslenen lepidopter zararli bir bocek olan S. frugiperda (Smith) ig¢in ileri
striildiigii gibi bu calismada denenen borik asit konsantrasyonlarini bocegin bagirsaginin
fiziksel ve kimyasal yapisini degistirerek sindirim islemini etkilemis olabilir. Bu goriis ile
uyumlu olarak Yang et al. (2000a) % 0,5 sodyum tetraboratin A. suspensa (Loew)’nin orta
bagirsaginda proteinaz aktivitesini onemli derecede diisiirdiigiinii gostermistir. Diger taraftan
G. mellonella (L.) larvalarinin bagirsagindan emilerek dokulara ulagsan borik asitin ve
metabolizma {riinlerinin olumsuz etkisi detoksifikasyon ile ortadan kaldirilabilir. Benzer bir
diisiince Graf ve Benz’in (1970) baz1 sentetik antimikrobiyal insektisitlerin D. melanogaster
(Meigen)’in yasama ve gelisimi lizerine etkisini inceledigi ¢aligmada da ileri siiriilmiistiir.
Alman hamam bocegi B. germanica (L.)’da insektisitlerin detoksifikasyonunu saglayan
sitokrom P450 monooksijenaz miktarinda artis oldugunun tespit edilmesi ile bu yaklagim
daha da agirhik kazanmistir (Scharf et al. 1999). Liu ve Chen (2000) bir kitin sentezi
inhibitérii  olan  buprofezinin noéropter bir tiir olan Chrysoperla rufilabris
(Neuroptera:Chrysopidae) (Burmeister 1839)’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az

olmasini bocegin detoksifikasyon kapasitesinin yiiksek olmasina baglamistir.

Bu calismada denenen borik asitin yiiksek konsantrasyonlarini igeren besinler boceklerin
larvalarinin besin almalarim1 hizlandirmis olabilir. Bu savunulan goriis, besindeki disodyum
oktaborat tetrahidratin Coptotermes formosanus (Shiraki 1909)’in iizerinde besinsel
uzaklastirici bir etkiye sahip olmadigi ancak besinle alindiginda toksik etkiye sahip olmasinin
gosterilmesi (Maistrello et al. 2002) ile destek gormektedir. Benzer bir mekanizma diger bir
bor tiirevi olan borik asit ile farkli besinsel formiilasyonlar ile beslenen ¢esitli zararli bocekler
icin de ileri siiriilmiistiir (Cochran 1995, Appel et al. 2004). Daha 6nceki ¢alismalar herhangi
bir besinsel degeri olmayan bir katki maddesinin 6ldiiriicii olmayan (subletal) etkilerinin bu
maddenin besinsel bilesenler ile etkilesimine dayanarak larvalarin besin tiiketim oranin
degistirmesine bagl oldugunu belirtmistir (Biiyiikgiizel and Icen 2004, Biiyiikgiizel and

Kalender 2007). Bir antibiyotik insektisit olarak denenen novobiyosinin yiiksek miktarlari ile

51



beslenen endoparasitoid bir Hymenopter tiir P. turionellae (L.) larvalarinin yasama ve
gelisimi de olumsuz yonde etkilenirken bu maddenin denenen en diisiik miktar1 bdcegin
yasama oranini Onemli derecede artirmistir (Bilylikgiizel 2001). Singh ve House (1970a,b)
besindeki antimikrobiyal maddelerin meydana getirdigi koku ve tat degisikliginin larvalarin
besin alma islevinde 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 karsi

besin almay1 6nleyici etkiye sahip oldugunu gostermiglerdir.

Bu calismadan elde edilen sonuclara gore borik asitin farkli konsantrasyonlar1 yumurtalarda
sebep oldugu oksidatif hasara bagli olarak detoksifikasyon ve antioksidan savunma
mekanizmasin1 bozmasi sonucu digilerin yumurta verimi ve agilma orani iizerinde olumsuz
etki gosterdigi anlasilmaktadir. Bu calismada bocegin ergin evresinde borik asitin oksidatif
etkisine bakilmamasina ragmen ergin yasama orani, esey orani ve omiir uzunlugunun da bu
inorganik insektisitin sebep oldugu oksidatif hasardan olumsuz yonde etkilenmis olabilir.
Borik asitin denenen en yiiksek konsantrasyonlarinda GST enziminin aktivitesindeki 6nemli
disme, MDA ve protein karbonil miktarlarindaki degisme ile birlikte yasama oraninin
diigsmesi, esey oraninin ve disi Omiir uzunlugunun azalmasi bu diisiinceyi destekleyen 6nemli
sonuclardir. Borik asitin diisiikk konsantrasyonlarinda MDA ve protein karbonil
miktarlarindaki degisim, larvalarin oksidatif strese baglangicta bir adaptasyon davranisi
gostermesi sonucu olabilir. Diger bazi zararli boceklerin ele alindigir onceki caligmalarda
(Hyrsl et al. 2007, Durmus and Biiyiikgiizel 2008) ve bu ¢alismada G. mellonella (L.) ile elde
edilen sonuclar borik asitin ve diger bor tiirevlerinin bdceklerin biyolojik etkinlik
parametreleri iizerindeki olumsuz etkisinde oksidatif stresin 6nemli rol oynayabilecegi
gosterilmistir. Borik asitin bocegin biyolojik yasam 6zellikleri, fizyolojisi, biyokimyasi
tizerinde gosterdigi toksik etki mekanizmasinin tiim yonleriyle anlagilmasi zararli boceklerle
miicadelede, hedef olmayan canlilara ve ¢evreye daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal
yontemlerin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar borik
asitin bocegin larva, pup ve ergin evresindeki yasama orani, bu evrelere gelisme siireleri ile
son evre larvalar1 ve yeni puplarin hemolenf ve yag dokusundaki lipid peroksidasyonu diizeyi
ve enzimatik antioksidan savunma {izerine olumsuz etkileri (Hyr3l et al. 2007) yaninda
bocegin esey orani, erkek ve disi Omiir uzunlugu, yumurta sayis1 ve acilma oram ile
yumurtalardaki lipid peroksidasyonu, protein oksidasyonu diizeyini ve detoksifikasyon

kapasitesini de etkiledigini gostermistir. Bu sonuglar diisiik miktardaki kimyasal insektisit ile
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cevreye ve hedef olmayan canlilara zarar vermeden hedef bocek ile miicadele bakimindan
onemlidir. Bu calismadan elde edilen en 6nemli sonug zararli bocekler ile miicadelede ¢evre
ve hedef olmayan canlilara su anda kullanimda olan insektisitler kadar zararli olmayan
inorganik insektisit olan borik asitin kullanimina yonelik bir stratejiye onciiliikk edilmis

olmasidir.
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