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Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. yapay besin ortaminda beslenerek makrolid
grubu bir antibiyotik olan diritromisinin bocegin yasama, gelisme, esey orani, ergin disi ve
erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi, agilma orami gibi biyolojik 6zellikleri iizerine etkisi
laboratuvar sartlarinda incelendi. Ayrica bu antibiyotigin bdcegin son evre larvalarinin orta
bagirsaginda oksidatif stresin 6nemli indikatorleri lipid peroksidasyonu iiriinii malondialdehid
(MDA) ve protein oksidasyonu iriinii protein karbonil miktarlar ile detoksifikasyon enzimi
glutatyon S-transferaz (GST), aktivitesi lizerine etkisi incelendi. Bocegin birinci evre larvalari
% 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0 oraninda diritromisin igeren yapay besinler ile ergin evreye kadar
beslendi. Kontrol besine gore diritromisinin denenen konsantrasyonlarini igceren besinler

bocegin gelisme evrelerindeki (7. larval evre, pup ve ergin) yasama oranini1 6nemli derecede
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OZET (devam ediyor)

diistirmiistiir. Diritromisinin en yiiksek konsantrasyonu (%1,0) ergin olma oranim 81,9 + 4,11°den
% 15,2 + 3,63 e diistirmiistiir. Bu konsantrasyonu igeren besinden % 5,5 £+ 0,00 erkek, % 9,7 £
3,60 disi elde edilmistir. Diritromisinin en yiiksek konsantrasyonu bocegin gelisme siiresini de
onemli derecede uzatmustir. Bu besinle beslenen larvalar kontrol grubuna gore ortalama 4 giin
daha gec pup evresine ulasirken ergin evrede bu gecikme 2 giin olarak belirlenmistir. Diritromisin
erkek ve disi erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde énemli derecede etkili olmamuistir. Diritromisinin
denenen tiim konsantrasyonlar1 kontrole gore, yumurta verimini dnemli derecede diistirmiistiir.
Diritromisinin denenen en yiiksek konsantrasyonu yumurta sayismi 83,4 + 0,89’den 32,6 +

2,82’ya agilma oranini ise % 72,5 £4,82°den % 33,7 £ 9,97 ye diistirmiistiir.

Diritromisinin denenen tiim konsantrasyonlar1 7. evre larvalarmin orta bagirsak MDA ve
protein karbonil miktarlarim1 6nemli derecede artirmistir. Diritromisinin en yiiksek miktarin
(% 1,0) iceren besin MDA miktari 0,054 = 0,002’den 0,19 + 0,02 nmol/mg proteine
yaklagik 3,5 kati oraninda, protein karbonil miktarin1 113,53 + 4,4’den 640,84 + 482
nmol/mg proteine yaklasik 6 kati oraninda onemli derecede artirmistir. Buna karsilik, yalnizca
% 0,1 ve 1,0’lik diritromisin konsantrasyonlar1 GST aktivitesinde onemli bir artisa (7 kat
oraninda) sebep olmustur. Bu besinler GST aktivitesini 2,24 £ 0,8’den sirasiyla 16,01 £ 3,0

ve 16,68 + 4,0 umol/mg protein/dk’ya kadar artirmiglardir

Bu ¢alisma bocegin biyolojik ozellikleri ile orta bagirsak oksidatif durum ve detoksifikasyon
kapasitesinde diritromisin konsantrasyonlarina bagimli degisimler oldugunu gostermistir.
Elde edilen sonuglar ayn1 zamanda bu biyolojik ve oksidatif etkilerin diritromisinin denenen
konsantrasyonlar1 tarafindan meydana getirilen oksidatif stresin diizeyine gore

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

karbonil, Glutatyon S-transferaz, beslenme

Bilim Kodu: 401.02.01
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The effect of a macrolid antibiotic dirithromycin on survivorship, development, sex ratio,
male and female adult longevity, fecundity and hatchability of greater wax moth Galleria
mellonella L. were investigated by rearing the first instar larvae on artificial diets in the
laboratory condition. The effect of this antibiotic on important oxidative stress indicators;
lipid peroxidation product, malondialdehyde (MDA) and protein oxidation products, protein
carbonyl (PCO) contents and a detoxification enzyme, glutathione S-transferase (GST)
activity in the midgut of 7th-instar larvae (last larval stage) of the insect were also
investigated. The insect was reared from first-instar larvae on an artificial diets containing
dirithromycin at 0.001, 0.01, 0.1 or 1.0% to adult stage. Relative to the control, the diets

containing dirithromycin concentrations significantly resulted in decreased survivorship



ABSTRACT (continued)

in development stages (7th-instars, pupae and adults) of the insect. The highest concentration
of dirithromycin (1.0%) significantly decreased adult yield from 81.9 +4.11 to 15.2 + 3.63%.
This concentration produced 5.5% male, 9.7 + 3.60% famale. The highest dirithromycin
concentration also significantly prolonged developmental time of the insect. This
concentration significantly delayed pupal development by 4 days, and adult development by 2
days in comparison to control. Dirithromycin had no significant effect on male and female
adult longevity. Dirithromycin at all concentrations resulted in significantly decreased
fecundity. The highest concentration of this antibiotics lowered egg number from 83.4 £+ 0.89

to 32.6 £ 2.82, hatchability from 72.5 £ 4.82 to 33.7 £ 9.97%.

Dirithromycin significantly increased MDA and PCO contents in midgut of 7th-larval instar.
This macrolid antibiotic at highest dietary concentration significantly increased MDA content
from 0.054 + 0.002 to 0.19 = 0.02 nmol/mg protein (3.5-fold), PCO content from 113.53 £4.4
to 640.84 + 48.2 nmol/mg protein (6-fold) in comparison to control. However, only 0.1 and
1.0% dirithromycin significantly resulted in increased GST activity (7-fold). These
concentrations increased GST activity from 2.24 + 0.8 to 16.01 = 3.0 and 16.68 + 4.0

wmol/mg protein/min respectively.

This study showed a concentration-dependent variation in biological traits of the insect, and
oxidative status and detoxification capacity of midgut. The results also showed these
biological and oxidative effects might be altered in response to the perceived levels of
dirithromycin-induced oxidative stress. We concluded that the lethal and sublethal effects of
dirithromycin are likely to have a significant impact on oxidative and antioxidative status of

midgut as well as biological traits of pest insects.
Keywords: Galleria mellonella, dirithromycin, survivorship, Malondialdehyde, protein

carbonyl, Glutathione S-transferase, nutrition

Science Code: 401.02.01
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BOLUM 1

GIRIS

Tarimsal zarara sebep olan en 6nemli canli grubu boceklerdir. Lepidoptera takimina ait tiirler
bu grup igerisinde onemli bir yer tutmaktadir. Bocekler tarimsal iiriinlerin cesitlilik, kalite,
verim, depolama, pazarlama Kkalitesini diisiiriitken ayn1 zamanda c¢esitli hastaliklarin
taginmasinda araci olduklarindan insan ve hayvan saglig agisindan da tehdit olusturmaktadir.
Biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. larvalar1 kovanlarda bal petegi, mum ve bal
ile beslenerek aricilik sektoriinde onemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Charriere and
Imdorf 1997). Fizyolojik arastirmalarda kullanilmak iizere mikrobiyal floradan arindirilmisg
bocek elde etmek amaciyla, bu bocegin larvalar laboratuvar sartlarinda ¢esitli antibakteriyel
ve antifungal antibiyotikleri iceren yapay besinler ile yetistirilmeye ¢calisilmistir (Jarosz 1979,
1981, 1989). Bu calismalar denenen antibiyotiklerin larvalarin yasama oram ve gelisme
stiresini olumsuz yonde etkiledigini gostermistir. Antiviral antibiyotik olan asiklovirin ilave
edildigi besinler ile beslenen G. mellonella larvalarinin yasama oran1 azalmis, gelisme siiresi
uzamis ve yas agirhg azalmistir (Icen 2003). Ancak antibiyotiklerin bocegin yasama orani,
gelisme siiresi ve diger biyolojik Ozelliklerini etkileyecek diizeyde orta bagirsakta oksidatif
strese sebep oldugu ve bu strese karsi antioksidatif tepki mekanizmasini uyardigir konusunda
yapilan calismalar simirhidir (Biyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009). Yapilan
calismalarda daha cok baz1 cevresel kirleticilerin G. mellonella ve Lepidoptera takimina ait
diger baz1 boceklerin hemolenfinde oksidatif stres ve bu strese kars1 antioksidatif savunma
mekanizmasi iizerine etkisi incelenmistir (Slepneva et al. 1999, Glupov et al. 2001, 2003,
Lozinskaya et al. 2004, Aucoin et al. 2005). Ancak, bu bdcegin orta bagirsaginda
ksenobiyotiklere karsi olusturulacak dokuya 6zgii bir antioksidatif cevap hakkindaki bilgiler
oldukg¢a yetersizdir (Dubovskiy et al. 2005, 2008).

Boceklerde sindirim enzimlerinin salgilandigi, besinlerin sindirilerek emilime ugradigi orta
bagirsak, sindirim kanalinin onemli bir boliimidiir (Sehnal and Zitnan 1996). Lepidoptera

takimina ait bazi tiirlerin larvalarinda allelokimyasallarin sindirimi ile olusturulan reaktif



oksijen tiirlerinin orta bagirsak hiicrelerinde oksidatif hasara sebep oldugu ve enzimatik
antioksidan savunma sistemini zayiflattig1 tespit edilmistir (Peric-Mataruga et al. 1997,
Krishnan and Sehnal 2006, Krishnan et al. 2007). Lepidoptera takimina ait boceklerin orta
bagirsaginin alkali ve genis bir indirgenme-yiikseltgenme potansiyeline sahip olmasi
antibiyotiklerin  sindirimi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu
kolaylastirabilir (Terra et al. 1996). Boceklerin yag dokusu ve diger bazi dokularinda
antibiyotiklerin oksijenaz enzimleri ile oksidasyonu sirasinda da yan iiriin olarak ROT’lar

olusabilir (Graf and Benz 1970).

Boceklerin orta bagirsak, hemolenf ve yag dokusunda bazi sekonder metabolitlerin sebep
oldugu oksidatif strese karsi enzimatik antioksidatif savunma sisteminin 6nemi detayli olarak
incelenmistir (Pritsos et al. 1991, Ahmad et al. 199, Barbehenn and Stannard 2004, Felton and
Summers 1995, Bi and Felton 1995, Timmermann et al. 1999, Krishnan and Kodrik 2006).
Boceklerde orta bagirsak oksidatif durumu ve enzimatik antioksidatif savunma sistemi
izerinde yapilan ¢alismalar daha ¢ok fenolik maddeler (taninler, fenolik asit, flavonlar, lignin,
gliseollin), kinonlar ve furanokoumarinler (ksantotoksin, izopimpinellin, angelisin) ile ilgilidir
(Lee and Berenbaum 1990, Barbehenn et al. 2005, Brown et al. 2005, Barbehenn et al. 2008,
Barbehenn et al. 2006, Chen 2008). Bu sekonder metabolitlerin yiiksek konsantrasyonlarda
boceklerin yasama, gelisme, viicut biiyiikliigii iizerinde olumsuz etkiler yaptigi gdzlenmistir.
Lepidoptera takimina ait baz1 bocekler orta bagirsakta allelokimyasal toksisitesine karst 6zel
sitokrom P-450 monooksijenaz enzimleri ile savunma gosterirler (Ivie et al. 1983). Bocek orta
bagirsaginda antibiyotiklerin sebep oldugu oksidatif strese ve bu stres ile iligkili
biyomolekiiler hasara kars1 enzimatik antioksidatif savunma sisteminin 6énemi iizerinde sinirl
calisma bulunmaktadir. Antibiyotiklerin sindirimi sirasinda orta bagirsak karsilasilan ilk engel
oldugundan G. mellonella ile yapilan bu ¢alismada besinle alinan diritromisinin sebep oldugu
biyomolekiiler hasara kars1 bir savunma mekanizmasi olarak orta bagirsak detoksifikasyon

enzimi GST’nin O6nemi belirlenecektir.

Antibiyotikler mikrobiyal kontaminasyonlar1 ©nlemek, bocekler {iizerindeki etkisiz
miktarlarini tespit etmek, biiylimeyi hizlandirmak ve beslenmeyi uyarmak amaciyla bocekleri
beslemek icin kullanilan yapay besinlere ilave edilmektedir (Liles 1958, Ouye 1962, Vail et
al. 1968, Singh and House 1970 Xie et al. 1986, Grenier and Liu 1990, Pearson and Raybould
1998, Biiyiikgiizel 2001, Biiyiikgiizel ve Yazgan 2002, Alverson and Cohen 2002, Inglis and

Cohen 2004). Bu antibiyotiklerin diisiik konsantrasyonlar1 gelisimi hizlandirmis, yasama



oranini, ergin Omiir uzunlugunu ve viicut agirligini artirirken, yiiksek konsantrasyonlarda ise
bocekler iizerinde olumsuz etkiler yapmistir (Chamberlain and Schol 1991, Hirose et al.
2006). Bocegin yasama orani ve gelisme siiresi iizerine etkisiz olan konsantrasyonlarin
tizerindeki konsantrasyonlarda penisilin G, streptomisin siilfat, ve geleneksel olarak kullanilan
antifungallerinde dahil oldugu bir¢ok antimikrobiyal madde Agria affinis (Fallen)in
gelisimini geciktirmis, larval ve pupal evrelerinde 6liim oranini arttirmistir (Singh and House
1970). Besine farkli konsantrasyonlarda ilave edilen antibakteriyel antibiyotik novobiyosin
Hymenoptera takimina ait endoparazitoid bir tiir olan Pimpla turionellae’nin yasama oranini
diigiirmiis gelisme siiresini ise uzatmistir (Biiyiikgiizel 2001). Digertaraftan yaygin kullanima
sahip bazi antifungal maddelerin Lygus hesperus (Knight)’in yasamasi, gelisimi, iiremesi ve
erginlerin kuru agirhi@ iizerine onemli derecede olumsuz etkiler yaptigi gosterilmistir
(Alverson and Cohen 2002). Bemisia tabaci (Gennadius) erginlerinin rifampisin ile muamale
edilmesi gelisimi 6nemli derecede geciktirmis ve yasamayi diistirmiistiir (Ruan et al. 2006).
Antibiyotikler bdceklerin biyolojisi lizerinde olumsuz etkiler gostermelerine ragmen
boceklerdeki etki mekanizmalar1 tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Bazi antiviral
antibiyotiklerin bdcek hiicreleri iizerinde Oldiiriicii etkiye sahip oldugunun gosterilmesi
dikkatleri antibiyotiklerin boceklerdeki etki mekanizmasini aydinlatmaya yonelik calismalara

yoneltmistir (Sula et al. 1987).

Antibiyotiklerin bdcegin biyolojik parametreleri {izerindeki bu etkilerinin yaninda
Lepidoptera takimina ait boceklerin toplam viicut agirligi ve protein miktarindaki degisimler
de antibiyotiklere kars1 olusturulan 6nemli fizyolojik adaptasyon mekanizmalaridir (Eid et al.
1989, Biiyiikgiizel and Kalender 2008). Cesitli organofosforlu insektisitler iceren besinler ile
beslenen G. mellonella larvalar1 da benzer adaptasyon mekanizmalar gostermistir (Icen et al.
2005). Insektisitlere direncli boceklerin yag doku hiicrelerinde onemli derecede protein
depolandiginin tespit edilmesi ve bu boceklerin daha fazla viicut agirligina sahip olmasi,
toksik maddelere maruz kalan bir organizmanin yasaminin devamim saglamak i¢in yeterli
miktarda enerji depoladigin1 gostermistir (Guedes et al. 2006). Yeterli miktarda enerji
kaynagt bulunmadigt durumda bocegin gelisimi, yasami ve iiremesi olumsuz yonde
etkilenmektedir (Harak et al. 1999). Insektisitler boceklerde besin maddelerinin depolandig:
dokularin hiicre hacmini, karbohidrat ve protein miktarin1 ve bunlarin metabolizmalarini
etkilemektedir (Orr and Downer 1982, Nath et al. 1997). Larval evrede besinle alinarak
depolanan proteinler ergin gelisimi sirasinda 6nemli role sahiptir (Hahn and Wheeler 2003).

Yapay besinlere ilave edilen antibiyotiklerin farkli bocek gruplarinda protein sentezi ve diger



bazi metabolik olaylar etkiledigi bilinmektedir (Mittler 1971, Griffiths and Beck 1974,
Keeley and Olson 1977, Holmes and Keeley 1975, Byars and Wood 1981). Bir bocegin yas
agirhigl, tim viicuttaki ya da belirli bir dokudaki toplam protein miktarindaki degisimler
besinsel antibiyotiklerin toksisitesinin degerlendirilmesinde Onemli biyobelirtegler olarak
kullanilmaktadir (Thayer 1973, Biiyiikgiizel 2002, Biiyiikgiizel and Icen 2004). Ayrica,
boceklerde antibiyotik toksisitesinin siddetini ortaya koyan belirtecler olarak transaminazlar
ALT ve AST enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlerin de onemli oldugu belirtilmistir
(Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2009). Baz1 antibiyotikleri iceren dogal besinler ile beslenen
Philosamia ricini (Boisd.) larvalarinda normal metabolizmanin isleyisinin bozulmasinin bir
gostergesi olarak bu transaminaz enzimlerinin aktifliginde artis gdzlenmistir (Eid et al. 1989).
Transaminaz enzimleri lepidoptera takimina ait boceklerin orta bagirsaginda meydana gelen
trikarboksilik asit devrine aminoasit metabolizmas1 araciligiyla substrat saglamaktadir

(Parenti et al. 1985).

Diritromisin insanlarda solunum sistemi enfeksiyonlarinda kullanilan 14 iiyeli (lakton halkasi)
yeni nesil bir makrolid antibiyotiktir (McConnell et al. 1999, Miiler and Wettich 1993, Aydin
2007) (Sekil 1.1). Diritromisin bakterilerde 50S ribozom alt birimine baglanarak aymi yere
t-RNA molekiiliiniin baglanmasin1 ve bdylece protein sentezini inhibe eder (Aydin 2007).
Eritromisinin yar1 sentetik bir tiirevi olup etki mekanizmasi acgisindan eritromisin,
roksitromisin ve azitromisine benzer (Wintermeyer et al. 1996). Diritromisin oral yolla
alindiktan sonra hizla emilir, nonenzimatik yolla hidroliz olarak emilim sirasinda
mikrobiyolojik aktif olan eritromisilamine doniisiir. Eritromisilamin proteinlere %15-30
oraninda baglanir ve viicutta cok genis bir alana yayilir. Diritromisin omurgalilarda
(eritromisilamin) karacigerde diisilk oranda metabolize edilir (Brogden and Peters 1994).
Diritromisin klaritromisin ve eritromisin gibi diger makrolid antibiyotiklerden farkli olarak
karaciger sitokrom P-450 (CYP) enzim sistemleri tarafindan metabolize edilmemektedir.
Alman dozun biiyiik cogunlugu fekal (diski) yolla, ¢cok az bir kismi ise idrarla elimine
edilmektedir. Diritromisinin eliminasyon yar1 omrii 30-44 saattir. Makrolidlerin doku
konsantrasyonlar1 plazmadan daha yiiksektir ve doku seviyeleri uzun siire yiiksek devam eder

(Kirst et al. 1995).



Sekil 1.1 Diritromisinin kimyasal yapisi

Diritromisinin tarimsal zararli boceklerin miicadelesinde kullanimi ve depolanmig iiriin
zararhilarma etkileri hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir. Bu calisma insan sagligi
acisindan 6nemli antibiyotiklerin cevreye ve hedef olmayan diger canlilara karsi giivenli bir
sekilde zararhh boceklerin miicadelesinde insektisit olarak kullanilmasini aragtirmasi agisindan
onemlidir. Bu calisma ayrica antibiyotikler tarafindan uyarilan oksidatif stresin bocegin
biyolojik etkinligini olumsuz yonde etkileyen 6nemli bir faktor olup olmadigin1 gosterecektir.
Bu durumda ¢oziim bekleyen en Onemli sorulardan biri, antibakteriyel antibiyotiklerin
boceklerin yasama oranimi ve gelisme siiresini hangi mekanizma ile etkiledikleridir. Bu
caligmada, diritromisinin asil etki mekanizmasinin yaninda ikincil bir etki mekanizmasi
olarak olusturdugu oksidatif stres araciligiyla boceklerin yasam parametrelerini ve diger
biyokimyasal islevlerini etkileyebilecegi diistiniilmiistiir. Bu amacla boceklerdeki antibiyotik
toksisitesi hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir. Antibiyotikler prokaryotik
mikroorganizmalardaki asil etki mekanizmalarinin yam sira, omurgalilarda reaktif oksijen
tirleri olusturarak lipid peroksidasyonuna ve antioksidan enzim aktivitesinin degisimine
sebep oldugu bilinmektedir (Miyachi et al. 1986, Vijayalekshmy et al. 1992, Abdrashitosa and
Ramanov 2001). Ancak antibiyotiklerin oksidatif stresin onemli bir gostergesi olan lipid
peroksidasyonu diizeyini artirdiglr bilinmesine ragmen bdceklerde protein oksidasyonuna

sebep olduguna yonelik bilgi bulunmamaktadir.

Herbivor boceklerin dahil oldugu tiim aerobik organizmalar yasamlan siiresince, siiperoksit
radikali (O;"), hidrojen peroksit (H,O,) veya hidroksil radikali (OH) gibi reaktif oksijen

tirlerinin (ROT) asin tiretiminden kaynaklanan oksidatif strese maruz kalmaktadir (Ahmad



and Pardini 1990a). Metabolizmalan sirasinda kendi kendilerince oksitlenebilen molekiiller
ve oksidorediiktazlar gibi endojen ROT kaynaklari, ¢ekirdek, mitokondri ve mikrozom gibi
hiicre i¢i organeller igerisinde yer almaktadir (Barbehenn et al. 2003). Bocekler kimyasal
acidan uygun olmayan bir ortamda yasamlarini siirdiirebilmeleri i¢in metabolizmalari
sirasinda  ROT’larin  olusumuna sebep olan toksik ya da =zararli kimyasal maddeleri
oksitleyebilme yetenegine sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri lipid peroksidasyonuna, protein ve
enzim oksidasyonuna ve hiicresel glutatyon miktarinin eksilmesine sebep olarak bocek
dokularinda oksidatif hasar olusturur (Ahmad 1995). Hiicresel lipidlerin ve diger
biyomolekiillerin oksidatif hasar gormesi oksidatif stresin 6nemli bir gostergesidir. Oksidatif
olarak yapist bozulan lipid molekiilleri bir seri zincir reaksiyonu ile son iiriin olarak
malondialdehid (MDA) olusturur (Cheesman 1993). Lipid peroksidasyonu iiriinii ve 6nemli
bir aldehid tiirevi olan MDA proteinlerin amino grubu, fosfolipidler ve niikleik asitler ile
reaksiyona girerek bu molekiillerin yapisinin bozulmasina ve sonucta oksidatif hasara sebep

olur.

Hiicre membranlarinda lipid peroksidasyonunun ilerleme tepkimeleri ile alkanlar,
isoprostanlar ve karbonil bilesikleri (MDA) gibi cok ¢esitli yan iiriinler aciga ¢ikmaktadir
(Ansari et al. 1989, Djordjevic 2004). Lipid hidroperoksitlerinin yikimi ile olugan ve biyolojik
olarak aktif olan aldehidler ya hiicre diizeyinde metabolize edilirler veya baslangictaki etki
alanlarindan diffuze olup hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayarlar. Iki veya daha fazla cift
bag ihtiva eden yag asitlerinin (Linoleik, linolenik ve arasidonik asitler) peroksidasyonunda
tiyobarbitiirik asit ile Olgiilebilen MDA’in yaninda 4-hidroksi-2 nonenal (4-HNE) meydana
gelir (Spiteller 2001, Bokov et al. 2004). MDA yag asidi oksidasyonunun kantitatif bir
indikatoriidiir ve lipid peroksidasyonunun derecesiyle iyi uyum gosterir. MDA lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan bir aldehid (Sekil 1.2) olup oksidatif stresin derecesi ile

orantil1 olarak miktar1 artmaktadir (Suwalsky et al. 2001).
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Sekil 1.2 Lipid peroksidasyonu iiriiniit MDA’ nin olusumu.

Boceklerde de MDA miktarinin yiikselmesi lipid peroksidasyonu seviyesinin Onemli bir
gostergesidir (Ahmad et al. 1995, Mano et al. 1995, Krishnan et al. 2009). Fitofaj bocekler
icin, lipidler sadece hiicre membrani bileseni degil, ayrica juvenil hormonlar ve feromonlar
gibi diger fizyolojik fonksiyonlarda rol aldig icin, lipid peroksidasyonu ozellikle zararhdir

(Downer 1985).

Oksidatif strese bagli olarak olusan in vivo DNA ve protein hasarinin, lipidlerdeki hasardan
daha 6nemli oldugu bilinmektedir (Reznick and Packer 1994). Proteinlerde in vivo olarak
meydana gelen oksidatif degisiklikler, proteinlerin rol oynadig ¢esitli hiicresel fonksiyonlar
etkiler. Reseptorlerin, sinyal ileti mekanizmalarinin, yapisal proteinlerin, transport
sistemlerinin ve enzimlerin rol oynadigr hiicresel olaylar oksidatif protein hasarindan

etkilenir.

Oksidatif protein hasari, protein karbonil (PCO) diizeylerindeki artis (Evans et al. 1999,
Levine et al. 1994, Hu 1994) 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
(Evans et al. 1999, Levine et al. 1994, Hu 1994). PCO diizeylerinin saptanmasinin oksidatif
protein hasarimi belirlemede duyarli bir yontem oldugu bildirilmektedir (Evans et al. 1999,

Levine et al. 1994, Hu 1994). Diger taraftan serbest radikaller proteinlerdeki tiol gruplarinin



oksidasyonuna yol acarak oksidatif protein hasarina neden olur (Takenaka et al. 1991,
Bourdon et al. 1999). 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 doymamus yag asitlerinden daha az duyarhdirlar. Cok
yogun bir saldin olmadik¢a fazla hasar gormezler (Chesemann and Slater 1993). Protein,
gecis metal iyonunu 6zel bir bolgeden baglarsa, gecis metal iyonu H,0O, ile reaksiyona girerek
OH’ radikalini olusturur. OH" radikali de hasar verici etkisini metal baglanma bolgesinde
veya ona yakin bolgelerde meydana getirir. Proteinlere olan serbest radikal ataklar,

peroksitlerin ve karbonillerin olugsumu ile sonuclanir.

Boceklerin orta bagirsaginda oksidatif hasardan kaynaklanan oksidatif stresin 6nemli nedeni
stiperoksit (Oy") ve hidrojen peroksit (H,0O,) radikallerinin olusumudur (Peri¢-Mataruga et al.
1997, Krishnan and Kodrik 2006). Diger okaryotik organizmalar gibi bocekler de oksidatif
radikallerin zararli etkilerinden korunmak icin antioksidan enzim sistemine sahiptir (Ahmad
1992). Ayrica boceklerin orta bagirsagi diisikk molekiiler agirliga sahip antioksidanlar,
peritrofik zar ve cesitli antioksidan enzimlerden olusan dokuya o6zgii bir antioksidatif
savunma mekanizmasina sahiptir (Ahmad 1992, Felton and Summers 1995, Barbehenn and
Stannard 2004). Boceklerde baslica bulunan antioksidan enzimler siiperoksit dsimutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon S-transferaz (GST) dir (Ahmad et al.
1990). Bunlann yamnda, Helicoverpa zea (Boddie) tiiriiniin larva evresinde antioksidan enzim
askorbat peroksidazin (APOX) (Mathews et al. 1997) ve Drosophila’da ise tiyoredoksin
peroksidazin (Missirlis et al. 2003) varhig tespit edilmistir. Enzimatik olmayan savunma
sistemlerinin baglica elemanlan glutatyon, vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (askorbik asit),
melatonin, karoten ve diger maddelerdir (Hermes-Lima et al. 1998). Antioksidan enzimler
arasinda ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu olan GST enzimi genis bir substrat
spesifikligi gosterir (Vontas et al. 2001). Lepidoptera takimina ait tiirlerde selenyuma bagiml
GPx enziminin aktivitesi oldukca diisiiktiir. Bu enzim hidrojen peroksit ve zararli lipid
peroksitleri, substrat olarak indirgenmis glutatyonu kullanarak metabolize eder (Ahmad et al.
1989). SOD, CAT ve GPx enzimleri, reaktif oksijen tiirlerine karsi birlikte is goren bir
antioksidan savunma grubunu olusturur. SOD, siiperoksit radikallerinin H;O, ve molekiiler
oksijene (O,) doniistimiinii katalizleyen bir enzim olup besinsel kaynakli prooksidanlara karsi

ilk antioksidan tepkiyi olusturan enzimlerden biridir (Ahmad and Pardini 1990). CAT enzimi,



H,0,’1 su ve oksijene indirgemekte olup, APOX enzimi de normal sartlarda CAT tarafindan
uzaklastirllamayacak  (siipiiriilemeyecek) kadar diisik konsantrasyonlardaki H,0’i
indirgemektedir (Ahmad et al. 1991, Clavaron-Mathews et al. 1997). Lepidoptera takimina ait
tirlerin besinsel toksik maddelere karsi gosterdikleri fizyolojik bir adaptasyon olarak orta
bagirsak dokusunda GST ve GST enziminin GPx benzeri aktivitesinde yiikselme oldugu

gozlenmistir (Peri¢-Mataruga et al. 1997).

GST ksenobiyotiklerin biotransformasyonunda rol oynayan faz Il enzim sisteminin 6nemli bir
enzimidir (Sivori et al. 1997, Sheenhan et al. 2000). Basta arasidonik asit ve linolenik asitin
(C18:  A>%P)  peroksidasyonu sonucu olusan hidroperoksidler olmak iizere lipid
peroksidlerine kars1 selenyumdan bagimsiz GPx aktivitesi (GSTpx) gostererek bir antioksidan
savunma mekanizmasi olusturur. Hem detoksifikasyon yaparlar hem de hiicre ici baglayici ve
tastyict rolleri vardir. Katalitik olarak ilag, herbisit ve insektisit gibi yabanci maddeleri
glutatyon (GSH; y-glutamil-sistenil-glisin)’daki sisteine ait —SH grubu ile baglayarak onlarin
elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve iirtiniin daha fazla suda ¢oziiniir hale gelmesini
saglarlar (O'Brien and Tew 1996). Olusan bu GSH konjugatlar1 bdylece organizmadan

atilabilir veya daha ileri metabolize olurlar.

GST’nin boceklerin insektisitlere kargi direng gelistirmelerinde ©6nemli bir rolii vardir
(Syvanen et al. 1996, Wei et al. 2001, Hamimy et al. 2004). GST’ler bdoceklerde
insektisitlerden korunmada rol alan detoksifikasyon enzimlerinin biiyiik bir ailesidir (Yu
2004). Yiiksek GST aktivitesi, insektisitlerin giddetli toksitesinin izlendigi cogu bocekte
saptanmistir (Punzo 1993, Vontas et al. 2001). GST ve GSH, reaktif tiirlerin konjugasyonu ve
lipid peroksidasyon iiriinlerinin detoksifikasyonu ile oksidatif zararin 6nlenmesinde 6nemli
bir rol oynarlar (Singh et al. 2001). M. domestica’da organofosforlu insektisitlere direngli
mutantlarin yiiksek GST aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Zhou and Syvanen 1997).
GST, boceklerde insektisitlerin (Yu 1996) ve konak bitkilerden salinan allelokimyasallarin
(Yu 1993, Wadleigh 1988) metabolik detoksifikasyonunda, ROT’larin toksik etkilerinden
bocekleri korumada (Clark et al. 1985, Ahmad and Pardini 1990, Parkes et al. 1993, Zaman
et al. 1994, Vontas et al. 2001), aynm1 zamanda prostaglandin ve bazi hormonlarin
biyosentezinde (Kanaoka et al. 2000) ve hiicre i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesinde
(Dulhunty et al. 2001) onemli role sahiptir. Boceklerde reaktif oksijen tiirevlerine karsi
enzimatik antioksidan savunma sistemleri tiyoredoksin rediiktaz (TrxR) ve glutatyon rediiktaz

(GR) enzimlerini de icermektedir. Tiyoredoksin ve glutatyon peroksidaz (TPx ve GPx)



substrat olarak glutatyonu kullanir. Fonksiyonel bir glutatyon rediiktaz (GR)’den yoksun olan
meyve sinegi Drosophila melanogaster (Meigen) glutatyonu indirgeme olayinda tiyoredoksin

sistemini kullanilir (Missirlis et al. 2003).

Baz1 calismalarda cesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birkag bocek tiiriiniin
biyolojik ©zelliklerinin iyilesmesi ve Omiir uzunlugundaki artisin, lipid peroksidasyonu
seviyesinin diismesi (Sestini et al. 1991) ve antioksidan enzimlerden SOD, CAT ve glutatyona
bagimli antioksidan enzimlerin aktivitelerinin yiikselmesi (Sohal et al. 1995, Bains et al.
1998, Sun et al. 2002) ile iliskili oldugu vurgulanmistir. Uzun siire fenitrotiyona maruz
birakilan lepidoptera takimina ait Spodoptera exigua (Hiibner)’nin erginlerinde artan SOD
aktivitesi ile birlikte yasama oraninin ve dmiir uzunlugunun arttigir gézlenmistir (Adamski et
al. 2003). Biiyiikgiizel et al. (2006) organofosforlu insektisitlerin 6ldiiriicii olmayan dozlarina
kars1 bir adaptasyon tepkisi olarak Pimpla turionellae L. erginlerinde SOD aktivitesinin ve
Omiir uzunlugunun arttigin1 gostermistir. Kimyasal miicadelede kullanilan yeni insektisitlerin
bocekler iizerindeki etkilerinin tespit edilmesinde yasama, gelisme, Omiir uzunlugu, yumurta
verimi gibi biyolojik etkinlik parametrelerinin yaninda biyokimyasal ve fizyolojik tepki
mekanizmalarinin da iyi bilinmesi gerekmektedir. Ekotoksikolojik ¢alismalarda yaygin olarak
kullanilan Folsomia candida Willem’e uygulanan tilozin, ampisilin ve oksitetrasiklin gibi
farkli bakteri gruplarina etki eden ii¢ antibiyotigin yiiksek dozlari yumurta iiretimi, agilim
oran1 ve viicut biyiikliigiine ©Onemli toksik etkiler yapmistir. Bu antibiyotiklerden
oksitetrasiklin en toksik olup bocegin viicut biyiikliigiinii azaltmis, en diisilk yumurta
tiretimine neden olmustur. Bocek yiiksek dozda oksitetrasiklin ile muamele edilmesine
ragmen bu antibiyotige direncli Wolbachia bakterisinin hala hiicre i¢cinde bulundugu tespit
edilmis olup bu durumun bocek tarafindan veya bocegin orta bagirsak florasi tarafindan
antibiyotigin detoksifiye edilmesinden ileri gelebilecegi belirtilmistir. Diger taraftan ampisilin
ve oksitetrasiklin denemelerinde yumurta acilma oraninda zamana bagh olarak bir yiikselme
goriilmiistir. Bu durumun bocek veya barsak florasi tarafindan bu antibiyotiklerin metabolik
olarak uygun bir forma doniistiirmesi sonucu ortaya cikabilecegi belirtilmistir (Giordano et al.

2010).
Diritromisinin bdcegin yasama, gelisme ve ergin biyolojik o6zellikleri ile detoksifikasyon

kapasitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi, boceklerin mikrobiyal sekonder metabolitleri ile

etkilesiminin oksidatif ve antioksidatif diizeyde anlasilmasi i¢in bir 151k olacaktir. Simdiye

10



kadar diritromisinin besinsel karisimlarinin boceklerin biyolojik 6zellikleri iizerindeki kalitatif

ve kantitatif etkileri belirtilmemistir.

Bu calismada yapay besinlere ilave edilen makrolid grubu bir antibakteriyel antibiyotik olan
diritromisinin G. mellonella 7. evre larvalariin orta bagirsaginda lipid peroksidasyon ve
protein oksidasyonu diizeyleri ile detoksifikasyon enzimi GST aktivitesine etkisi
incelenmistir. Bu calismada, ayrica diritromisinin bocegin yasama orani, gelisme siiresi, esey
orani, Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma orani iizerindeki olumsuz etkilerinin orta
bagirsakta bu antibiyotigin olusturdugu oksidatif stres ile iliskisi arastirilacaktir. Boylece
larval evrede besinle alinan farkli konsantrasyonlardaki diritromisinin bocegin bazi biyolojik
ozellikleri ilizerindeki etki mekanizmasinin oksidatif stres ile iliskisinin biyokimyasal ve

fizyolojik temelleri ortaya konmaya calisilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 GALLERIA MELLONELIA L. KULTURUNUN DEVAMI

Biiyiikk bal mumu giivesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) pup ve erginleri
Zonguldak ve cevresindeki aricilardan temin edildi ve boliimiimiiz laboratuvarinda
yumurtadan yeni ¢ikmis larvalar yapay besinde yetistirilerek stok kiiltiir olusturuldu. Bocek
kiiltiirtiniin devami yumurtadan yeni ¢ikmig larvalarin yan 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 ayarl: bir inkiibatérde (Niive, ES 500) ve giin boyu devamli karanlikta yiiriitiildii.

G. mellonella larvalarin laboratuvar sartlarinda yetistirmek icin Bronskill (1961) tarafindan
gelistirilen Ogiitiilmiis koyu renkli eski bal petegi (kulucka petegi) iceren yapay besin
kullanildi. G. mellonella Kkiiltiiriiniin devami i¢in kullanilan bu besin aynm1 zamanda
diritromisinin bdcek 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 olusmaktadir. Besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir kap icerisinde
karistirilldi ve 6zel bir karistirict ile homojen bir karisim olusturuldu. Bu karisim sivi
bilesenlerin kati bilesenler tarafindan tam olarak emilebilmesi i¢in 24 saat bekletildi.
Hazirlanan besin bir litrelik cam kavanozlarin (80x180 mm) yaklasik 1/3’ne kadar
dolduruldu. Kavanozun 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 icine 10-15 adet disi birakilarak agizlar1 tel kafes yerlestirilmis kapak ile
kapatildi. Yaklasik 25-30 giin sonra gelisimlerini tamamlayan olgunlasan larvalar (7. evre)
pup olmalar i¢in diger bir kavanoza aktarildi. Bu kavanozun i¢ine, larvalarin pup olmalar

icin kuru ortam saglamak {iizere, katlanmis pelur kagit parcalar1 birakildi (Campos et al.
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1990). Olusan puplardan yaklasik 7-8 giin sonra ergin bireyler meydana geldi. Bu erginlerin
biiyiik bir c¢ogunlugu bocek Kkiiltiiriiniin devami, bazi1 erginler ise diritromisinin farkl
konsantrasyonlar ile ilgili beslenme calismalar1 i¢in gerekli yumurtalarin elde edilmesinde

kullanildi.

2.2 DIRITROMIiSINiN DENEYLERDE KULLANILMASI

Bu calismada denenen diritromisin (eritromisilamin, beyaz kristal toz, % 97,8, C4,H7sN2014)
(9S(R)-9-deokso-11-deoksi-9,11-(imino (2-(2-metoksietoksi)etiliden) oksi)-ertromisin)) Abdi
Ibrahim ila¢ Sanayi ve Ticaret A. S. (Maslak, Istanbul)’den temin edildi. Diritromisinin
besine ilave edilmesi ile yiiriitiilen beslenme deneylerinde denenen miktarlarin
konsantrasyonu 100 gram besin basina gram antibiyotik (% a/a) olarak ifade edildi.
Diritromisin, besinin hazirlanmasi sirasinda dogrudan besine ilave edildi. Kontrol besini
(diritromisin icermeyen) hari¢ diritromisinin G. mellonella i¢in % 0,001, 0,01, 0,1 ve 1,0
olmak iizere dort farkli konsantrasyonu denendi. Kontrol deneylerinde ise yalnizca
diritromisin  icermeyen besin kullanmildi. Bu c¢alismada denenecek diritromisin
konsantrasyonlart G. mellonella (Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009) ve bazi
parazitoid bocek tiirleri (Buyikgiizel 2001, Biiyiikgiizel ve Yazgan 1996) iizerinde
antibiyotiklerin etkisinin arastirldigi onceki calismalar temel alinarak belirlenmistir. Bu
caligmalarin 15181nda, denenecek konsantrasyonlarin araligini belirlemek amaciyla ©6n
beslenme deneyleri yapildi. Boceklerin ergin evreye kadar gelisimini tamamlayabilecegi
konsantrasyon araliklar1 belirlendi. Diritromisinin G. mellonella tizerindeki konsantrasyonlari
belirlenerek bdcegin yasama, gelisme, esey orani, erkek ve disi Omiir uzunlugu, yumurta
verimi, yumurtalarin agilma orani, 7. evre larvalariin ortabagirsak MDA ve protein karbonil

miktar1 ile GST aktivitesi tizerine etkisi incelendi.

2.3 LARVALARIN ELDE EDIiLMESI

Beslenme deneylerinde kullanilacak G. mellonella larvalari, kapakli, 30 ml’lik genis agizl,
vida kapakli bir plastik kabin (ORLAB, L190030, 35x55 mm) i¢ yiizeyine disiler tarafindan
birakilan yumurtalarin agilmasi ile elde edildi. Bunun i¢in 2-3 disi birey, delikli kapaklar1 olan
bu plastik kaplara konuldu ve yumurta birakmalar1 i¢in stok kiiltiiriin devam ettirildigi ortam
kosullarinda bekletildi. Birakilan yumurtalar yine ayni ortam sartlarinda bekletilerek agilmasi

saglandi. Yumurtadan yeni c¢ikan larvalarin kagmasimi onlemek igin caydirict olarak kabin
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kapaga yakin i¢ yiizeyine yaklasik 1 cm kadar genislikte gliserin siiriildii. Yumurtalarin
acilmasi ile serbest kalan larvalar, yumusak uclu ve ucu gliserine batirilarak nemlendirilmis
bir firca (No: 0, Goya Toray) ile i¢lerinde 200 g besin bulunan tel kafesli metal kapakl orta
boy cam kavanozlara (60 x120mm) birakildi.

2.4 YASAMA, GELiSME, ESEY ORANI VE ERGIN OMUR UZUNLUGU iLE
ILGILi BESLENME DENEYLERI

Farkli konsantrasyonlarda diritromisinin ergin evreye kadar G. mellonella’nin gelisme
sliresine ve yasama oranina etkisini incelemek ic¢in ogiitiilmiis koyu renkli bal petegi iceren
Bronskill’in (1961) yapay besini kullanildi. Diritromisinin denenen miktarlart % (a/a) olarak
hesaplanip gerekli miktarlar1 besinlerin hazirlanmasi sirasinda ilave edilerek homojen olarak
karigmasi saglandi. Daha sonra kontrol besini ve diritromisini igeren diger besinler uygun
besin kaplarina (Cam kavanozlar, 60 x120 mm) taksim edildi. Her bir besin i¢in 20 larva
kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Larvalar farkli konsantrasyonlarda diritromisin
iceren besinlere birakildiktan sonra gelisimlerini tamamlayan olgun G. mellonella larvalar (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 i¢in ortam saglamak iizere katlanmis, ince pelur kagit birakildi. Bu larvalardan pup
olan ve erginlesen bireylerin orani ve bu evrelere ulastiklar1 siire belirlendi. Erginlesen
bireylerin erkek ve disi oran1 ve dmiir uzunluklar1 belirlendi. Denemede kullanilan erginlerin
esey ayrimi, erginlerinin viicut biiyiikliigiine ve abdomenlerinin son segmentindeki genital

yapiya gore yapildi.

Farkli konsantrasyonlarda diritromisinin ergin bireylerin yasama siiresine (Omiir uzunlugu)
etkisini belirlemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikmis G. mellonella larvalart diritromisinin
miktarlarini iceren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her bir deney i¢in 10 adet
ergin kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Erginlesen bireyler 30 ml’lik, genis
agizl, seffaf, delikli kapakli plastik kaplara (ORLAB, L.190030, 35x55 mm) birer adet
birakildi. G. mellonella 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 Oliimiine kadar her erginin yasama siiresi

belirlendi.
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2.5 DISILERIN YUMURTA VERIMIi VE ACILMA ORANI iLE ILGIiLi DENEYLER

Farkli konsantrasyonlarda diritromisinin sentetik besinle yetistirilen G. mellonella disilerinin
yumurta verimine etkisini incelemek i¢cin yumurtadan yeni ¢ikan larvalar bu antibiyotigin
farkli miktarlarini igeren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Yumurta verimi i¢in
yeni erginlesmis ve dollenmemis bir giinliikk disiler kulanmldi. G. mellonella disileri genis
agizli, delikli kapakli, plastik kaplara (15 ml, ORLAB) her kapta bir adet disi olacak sekilde
birakildi. G. mellonella’nin erginleri besin almadigi (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 48-72 saat icinde yumurtalarin1 biraktiginmi gostermistir. Bu
yiizden ilk 2-3 giin i¢inde birakilan yumurtalar sayilarak ac¢ilmasi icin stok kiiltiiriin devam
ettirildigi ortam sartlarinda bekletildi. Yumurta iiretimi, bir giinde disi bagina birakilan
yumurta sayisi 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 oram (fertilite) tespit edildi. Her bir deney icin 10 adet disi kullanild1 ve

deneyler dorder defa tekrarlandi.

Kontrol ve diritromisin konsantrasyonlarinin G. mellonella iizerindeki etkisinin arastirildig
deneylerin hepsinde larvalarin asilandigi besin kaplar1 ve olgun larvalarin pup olmalar i¢in
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: (Igen et al. 2005, Biiyiikgiizel et al. 2007, Biiyiikgiizel and Kalender
2007). Bu islemlerin uygulanmasinda Laing ve Hagen (1970)’nin meyve giivesi Grapholitha
molesta (Busck) ile Campos et al. (1990)’ 1in misir kurdu Ostrinia nubilalis (Hiibn.) icin
kullandig1 yontemler temel alindi1 ve bir olgiide degistirilerek uygulandi. Bir¢ok lepidopter
tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella larvalarinin da ilk evrelerinde
besin ortaminda 6liim oraninin yiiksek oldugu, 6len larvalarin iclerinin bosalarak kurudugu ve
goz ile goriilemedigi icin besine asilanan her bir larvanin olgun evreye ulasincaya kadar
giinliik olarak takip edilmesi miimkiin olamamistir (Zalucki et al. 2002). Bu yiizden farkl
evrelerdeki yasama orani tespit edilirken deney siiresince yasayan larva sayisi olarak, besine

baslangicta asilanan larvalarin sayist dikkate alindi.
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2.6 MDA, PROTEIN KARBONIL MiKTARI VE GST AKTIiVITE OLCUMU

Farkli konsantrasyonlarda diritromisini i¢eren besinler ile yetistirilen G. mellonella 7. evre
larvalarinin izole orta bagirsak dokusunda lipid peroksidasyon iriinii MDA ve protein
oksidasyonu {iriinii protein karbonil miktarlar1 ile GST aktivitesi Ol¢iildii. Deneyler her bir

tekrarda 15 ortabagirsak kullanilarak dorder defa tekrarlandi.

2.6.1 Orta Bagirsak Izolasyonu

G. mellonella’nin yumurtadan yeni ¢ikan larvalan diritromisinin belirlenen konsantrasyonlarin
iceren besinler ile 7. evreye kadar yetistirildi. Lipid peroksidasyonu iiriinii, MDA ve protein
oksidasyonu iiriinii protein karbonil miktarlar ile antioksidan enzim GST aktivitesi 7. evre
larvalarmin orta bagirsaginda belirlendi. Larvalar buz tizerinde 5 dk bekletildikten sonra % 95
etil alkol ile yiizeyleri dezenfekte edildi ve parafinle doldurulmus petri kabina sirt kism
parafine gelecek sekilde sabitlendi. Daha sonra larvalar birinci cift torasik bacaklarin dniinden
itibaren iiclincii abdominal bacak c¢iftine kadar uzunlamasma karin kismindan orta eksen
boyunca ince uglu diseksiyon makasi ile kesildi ve streomikroskop (Olympus SZ61, Tokyo,
Japan) altinda ince uglu bir pens ile sindirim kanah ¢ikarildi. Ug¢ béliimden olusan sindirim
kanalindan orta bagirsak 6n ve son bagirsaktan ayirilarak alindi. Orta bagirsaga tutunmus yag
doku, Malpiki tiipgiikleri ve bagirsak icerigi uzaklastirildi. Alinan orta bagirsaklar, soguk
homojenizasyon tamponu [% 1,15’1lik potasyum kloriir (KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen
fosfat (K,HPO,), 5 mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil (PMSF),
2 mM ditiyotreitol (DTT), pH: 7,4)] bulunan bir ependorf tiipe alindi. Muhtemel fenol oksidaz
aktifligini onlemek icin tiiplere birkac feniltiyoiire kristali konuldu. Ornekler analiz yapilincaya

kadar derin dondurucuda (-80 0C) saklandi.

2.6.2 Malondialdehid (MDA)

Jain ve Levine (1995)’nin kullandigi metod temel alinarak 532 nm’de tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona giren lipid peroksidasyonun son iiriinii MDA miktarn olciildii. Orta
bagirsak % 1,15’lik KClI ile ultrasonik homojenizator (10 sn, 30 W) (Bandelin Sonoplus
HD2070, Berlin, Germany) ile parcalandi. Homojenize edilen 6rneklere pH 7,4 olan fosfat
tamponu (18 mM NaCl, 18 mM Na,HPO,), 0,04 M butillenmis hidroksi toluen (BHT), %
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30’1uk 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 %
I'lik TBA ilave edilerek kaynar su banyosunda 45 dakika bekletildi, daha sonra
spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) 532 nm’de absorbansi okundu.

MDA miktari 1,56 x 10° M'cm™ kat sayis1 kullamlarak nmol/mg protein olarak verildi.
2.6.3 Protein Karbonil

Protein karbonil tayini Levine (1994)’in metodu temel alinip bir Olciide degistirilerek
(Krishnan and Kodrik 2006) kuvvetli asit ortamda proteinlerdeki karbonil gruplarinin 2,4-
dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile olusturduklar1 kararli bilesik 2,4-dinitrofenilhidrazonun 370
nm’de miktar olgiildii. Ornekler, homojenizasyon tamponunda [% 1,15°lik potasyum kloriir
(KCL) a/h, 25 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,4), 5 mM etilendiamintetraasetik asit
(EDTA), 2 mM fenilmetilsiilfonil (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 o6ziit + 4 °C’de 1000 x g’de 10 dk santrifiij (Hettich Zentrifugen,
Mikro 200 R sogutmali santrifiij) edildi. Ust siv1 almip % 10’luk streptomisin siilfat ilave
edilerek 37 °C’de 15 dk benmaride bekletildi. Daha sonra 8000 x g'de + 4 °C’de santrifiij
edilerek niikleik asitler ¢oktiiriildii. Ust sividan 200 pl alinarak iizerine 800 pl 10 mM 2,4
dinitrofenilhidrazin (DNPH) eklendi. Oda 1sisinda bir saat veya benmaride 37 °C’de 15 dk
belirli aralilar ile calkalamak suretiyle beklendi. Daha sonra tiiplere 700 pul % 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 ¢oktiiriildii. Ust
sivi atilarak ¢okiintii iizerine 1:1 oraninda 1 ml etanol: etil asetat karisimi ilave edildi ve
vorteks ile yavagca homojenize edildi. Bu islem 3 defa tekrarlanip her defasinda 10000 x g’de
+ 4 °C’de santrifiij edilerek iist sivi atildi. En son santrifiijleme isleminden sonra ¢okiintii
tizerine 2,5 ml 6 M guanidin hidrokloriir ilave edilerek iyice 37 C’de 10 dk (oda 1sisinda 45
dk) karistinlmak suretiyle c¢okiintii ¢oziildii. Bu homojen ¢ozeltiden 150 pl alinarak toplam
protein analizinde kullanildi. Karisimin diger boliimii ¢oziinmeyen kaba partikiillerin ¢okmesi
icin 10000 x g’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi. Ust stvinin absorbanst 370 nm de kor tiipe
kars1 spektrofotometrede (Shimadzu 1700 UV/Vis, Kyoto, Japan) okunarak protein karbonil

miktar1 22,000 M cm™ kat sayis1 kullanilarak nmol/mg protein olarak verildi.
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Protein karbonil analizi yapilan orneklerdeki toplam protein tayini i¢gin 6 M guanidin
hidrokloriir ile ¢6ziilen cokiintiiden alman 150 pl karisim 1350 pl guanidin hidrokloriir ile
1:10 oraninda sulandirildi. Ornegin absorbansi 280 nm’de 6l¢iildii. 6 M guanidin hidrokloriir
ile hazirlanan Bovin serum albumin (BSA) standart cozeltileri (12,5-1600 mg/100ml) ile

standart grafik olusturularak toplam protein miktar1 bu grafige gére hesaplandi.

2.6.4 Glutatyon S-transferaz (GST)

Ornekler +4 °C’de ultrasonik homojenizatérde (Bandelin Sonoplus HD2070, Berlin,
Germany) (10 sn, 30 W) homojenize edildi. Enzim inaktivasyonunun Onlenmesi igin
homojenizasyon dahil tiim islevler buz ile saglanan soguk ortamda yapildi. Homojenize edilen
ornekler, +4 °C’de 16000 x g devirde sogutmali santrifijde 20 dakika santrifiij edildi.
Cokiintii atilarak iist sivilar GST aktivitesinin Ol¢limiinde kullanildi. GST aktivitesinin
Olciimiinde Habig vd. (1974) tarafindan gelistirilen metod uygulandi. GST’nin biitiin
izozimleri i¢in 1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) yaygin bir substrattir. CDNB 340 nm’de
yiikselen absorbans gosteren glutatyon oksidasyonunu katalizleyen GST enzimi i¢in substrat
olarak kullanildi. Bu enzimin aktivitesinin ol¢iilmesi icin 3 ml’lik cam kiivetlere 2,5 ml 50
mM fosfat tamponu, 200 pl 20 mM rediikte glutatyon ve 150 pl siipernatant ilave edildi.
Enzimatik reaksiyon bu karistma 150 pl 25 mM CDNB eklenerek baslatildi ve 2 dakika
boyunca yiikselen absorbanslar okundu. Yiikselen absorbans CDNB’nin rediikte glutatyon ile
reaksiyona girerek tiyoether yapisinin olusumunu gostermektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de
(3400 0,0096 pM.cm™) siipernatantta bulunan 1 mg toplam protein basmna 1 dakikada
olusturulan tioether miktar1 olarak 6l¢iildii ve enzimin spesifik aktivitesi pmol/mg protein/dk

olarak verildi.

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

Orta bagirsak o6rneginden elde edilen siipernatanttan GST’nin spesifik aktifligini hesaplamak
ve MDA miktarin1 mg protein basina vermek icin ¢6ziiniir 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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2.7 VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

Diritromisinin farkli miktarlarin1 igeren besinlerin bocek iizerindeki etkisi gelisme siiresi
(yedinci larval evreye, pup evresine ve ergin evreye ulasmak i¢in gecen giin olarak ortalama
siire), yasama orami (bu evrelerde yasayan ylizde olarak birey sayis1) dikkate alinarak
degerlendirildi. Ergin esey oranina etkisi erginlesen erkek ve disi bireylerin yiizdesi dikkate
aliarak degerlendirildi. Ergin bireylerin Omiir uzunlugu siiresine etkisi erginlesen disi ve
erkek bireylerin hayatta kaldiklar1 giin olarak ortalama siire (6miir uzunlugu) belirlenerek
degerlendirildi. Disilerin verimliligi iizerindeki etkisinin degerlendirilmesinde ise birakilan
yumurta sayisi ve agilma oramt dikkate alindi. Farkli konsantrasyonlarda diritromisinin
bocegin detoksifikasyon kapasitesine, lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi
izerine etkilerinin degerlendirilmesinde ise orta bagirsaktaki GST enzimi ile lipid
peroksidasyonu iiriinlerinden MDA ve protein oksidasyonu iiriinlerinden protein karbonil
miktarindaki degisimler dikkate alindi. Bocegin gelisme siiresi, erginlerin Omiir siiresi,
disilerin yumurta verimi ve yumurtalarin acilma orani, orta bagirsaktaki 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 orani 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 3

ARASTIRMA BULGULARI

3.1 DIRITROMISININ G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA, GELiSME
VE ESEY ORANINA ETKIiSi

Diritromisin icermeyen kontrol besine gore diritromisinin denenen konsantrasyonlarini igeren
besinler 7. evreye ulasan larva oranini, pup ve ergin olma oranimm Onemli derecede
diistirmiistiir. Kontrol besininde % 81,9 + 4,11 oraninda ergin elde edilmesine ragmen % 0,01
oraninda diritromisin igeren besin bu oram1 % 68,0 + 4,10’a 6nemli derecede indirmistir.
Denenen en yiiksek diritromisin konsantrasyonu (%1,0) ise ergin olma oranim1 % 15,2 +
3,63’e diisiirmiistiir. Diritromisinin bu besinsel orani1 7. evreye, pup ve ergin evrelerine
ulasmak i¢in gereken siireyi onemli derecede uzatmistir. Bu besinle beslenen larvalar kontrol
grubuna gore ortalama 4 giin daha ge¢ pup evresine ulagirken ergin evrede bu gecikme 2 giin

olarak belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Diritromisin icermeyen kontrol besininden % 81,9 + 4,11 oraninda ergin elde edilmis olup bu
erginlerin % 43,1 + 5,53’i erkek, % 38,8 + 7,08’1 disidir. Diritromisinin denenen diisiik
konsantrasyonlari igeren besinler erkek ve disi birey oranini etkilememistir. Buna karsilik,
diritromisinin en yiiksek konsantrasyonu olan % 1,0’ini ¢eren besin erkek oramin1 % 5,5 +

0,00, disi oranin1 % 9,7 + 3,60’ ye diisiirmiistiir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1 Diritromisinin G. mellonella larvalarinin yasama, gelisme ve esey oranina etkisi.

7.evreye ulagan 7.evreye ulasma  pyp olma Pup olma Ergin olma Ergin olma Esey oram (%)
Diritromisin larva oram (%) siiresi (giin) orani (%) siiresi (giin) orani (%) siiresi (giin) Erkek Disi

(%) O £SH O +SH OTESH' OisH O + SH) (O £SH) (O £SH) (Ort «SH)
0,000 94,4 + 3,40a 20,9 +0,75a 91,6 +3,10a 24,8+0,19a 81,9%4,11a 329+0,74a 43,1+5,33a 38,8+7,08a
0,001 81,9 £ 3,02b 20,2 £ 0,26a 76,3+4,10b 255+047a 72,1+7,08ab 324+046a 374+533a 34,7+4,10a
0,01 77,7 £ 3,40b 20,2 +0,39a 76,3 +4,10b 25,7+0,55a 68,0 £4,10b 32,6 £0,63a 34,7+4,95a 33,3+5,55a
0,1 73,6 + 3,60b 19,9 £0,72a 68,0+3,60b 248+0,72a 63,7+3,10b 32,1 £0,55a 38,8+3,92a 24,9 +4,16ab

1,0 18,0 £ 4,55¢ 22,9+0,61b 16,6 +4.81c 29,2+ 1,64db  15,2+3,63c 35,2+0,78b  5,5+0,00b 9,7 £3,60b

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

i Ayni siitunda ayni1 harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (X2 testi, LSD Testi).

¥ Kontrol besini (Diritromisin icermeyen).



3.2 DIiRITROMISININ G. MELLONELLA’NIN OMUR UZUNLUGU, YUMURTA
VERIMI VE ACILMA ORANINA ETKIiSi

Diritromisin igermeyen kontrol besini ile karsilastirildiginda diritromisinin denenen
konsantrasyonlarini igeren besinler erkek ve disi erginlerin 6miir uzunlugu iizerinde 6nemli
derecede etkili olmamistir. Diritromisinin % 0,001’lik konsantrasyonu erkeklerin Omiir
uzunlugunda kontrol grubuna gore yaklasik 2 giin uzamaya sebep olsada bu etki istatistiksel
olarak O6nemli olmamistir. Benzer Onemli olmayan bir etkiyi diritromisinin % 0,01’lik

konsantrasyonu disi Omiir uzunlugu iizerinde gostermistir (Cizelge 3.2).

Kontrol besine gore, diritromisinin denenen konsantrasyonlarmi iceren besinler yumurta
verimini onemli derecede diisiirmiistiir. Kontrol besininden elde edilen disilerden 83,4 + 0,89
yumurta elde edilmis olup bu say1 % 0,001°lik diritromisin konsantrasyonu tarafindan 66,6 +
5,74’ya diisiiriilmiistiir. Buna karsilik diritromisinin denenen en yiiksek konsantrasyonu (%
1,0) ile yetistirilen disilerin yumurta verimi onemli derecede azalmis olup yumurta sayist disi
basina bir giinde 32,6 + 2,82’ya diigmiistiir. Diritromisin i¢cermeyen kontrol besine gore,
diritromisinin denenen diisiik konsantrasyonlar1 yumurtalarin agilma oranini1 6nemli derecede
etkilememistir. Diritromisin icermeyen kontrol besini ile yetistirilen disilerin biraktig
yumurtalarin % 72,5 + 4,821 acildigir halde diritromisinin en yiiksek konsantrasyonu bu

acilma oranmim % 33,7 £ 9,97 ye diistirmiistiir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Diritromisinin G. mellonella larvalarinin ergin 6miir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi

Ergin 6miir uzunlugu (giin) Yumurta verimi Acilma orani

Dirit(r;‘)msm Erkek D (yumurta/giin/disi) (%)
(Ort" +S.H)' (Ort"+S.H) (Ort” + S.H) Ort + S.H)
0,000° 7,8+041a  9,9+0,23a 83,4 +0,89a 72,5 +4,82a
0,001 10,2+ 1,67a  9,7+0,75a 66,6 +5,74b 63,4 +4,95a
0,01 9,0£0,29a 11,3+1,32a 38,6 + 5,46bc 78,9 £5,45a
0,1 8,1+044a 9,6%1,18a 52,0 £4,43b 62,4 + 8,08a
1,0 72+041ab 8,5+ 1,252 32,6 +2,82bc 33,7+£9,97b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar icin 10 ergin kullanildi.
TAym situnda ayni1 harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
¥ Kontrol besini (Diritromisin icermeyen).



3.3 DIRITROMISININ G. MELLONELLA ORTA BAGIRSAGINDA MDA, PROTEIN
KARBONIL VE GST AKTIiVITESINE ETKIiSI

Kontrol besine gore diritromisinin denenen konsnatrasyonlart 7. evre larvalarinin orta
bagirsak MDA miktarim1 6nemli derecede artirmistir. Denenen en diisiik konsantrasyon olan
% 0,001’lik diritromisin kontrole gére MDA miktarin1 yaklasik 2,5 kati oraninda artirmagtir.
Diritromisinin % 0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlar1 da orta bagirsak MDA miktar iizerine
benzer etkiyi yapmistir. Diritromisinin denenen en yiiksek miktarim1 (% 1,0) iceren besin
MDA miktarim 0,054 + 0,002 nmol/mg protein’den 0,19 + 0,02 nmol/mg proteine yaklasik

3,5 kat1 oraninda 6nemli derecede yiikseltmistir (Sekil 3.1).

Kontrol besini ile yetistirilen larvalarin orta bagirsaginda protein karbonil miktar1 113,53 +
4,4 nmol/mg protein olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilastirildiginda % 0,001’lik
diritromisin protein karbonil miktarim 195,98 + 17,6 nmol/mg protein’e onemli derecede
artirmistir. Diritromisinin % 0,01 ve 0,1’lik konsantrasyonlar1 da protein karbonil miktarii
sirastyla 180,10 = 16,3 ve 170,07 = 25,4’e yiikseltmislerdir. Diritromisinin en yiiksek
konsantrasyonunu iceren besin protein karbonil miktarim1 yaklagsik 6 kati oraninda artirarak

640,84 + 48,2 yiikseltmistir (Sekil 3.2)

Diritromisin icermeyen kontrol besininde orta bagirsak GST aktivitesi 2,24 + 0,8 pmol/mg
protein/dk olarak bulunmustur. Kontrol besini ile karsilagtirildiginda % 0,001 ve 0,01°lik
diritromisin konsantrasyonlar1 GST aktivitesinde artisa sebep olmalarina ragmen istatistiksel
olarak onemli derecede etkili olmamistir. Buna karsihik, % 0,1 ve 1,0’lik diritromisin
konsantrasyonlart GST aktivitesini énemli derecede artirmistir. Bu konsantrasyonlari igceren
besinler GST aktivitesini kontrole gore 7 kati oraninda artirmistir. Bu besinler GST
aktivitesini sirasiyla 16,01 + 3,0 ve 16,68 + 4,0 umol/mg protein/dk’ya kadar artirmislardir
(Sekil 3.3).
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Sekil 3.1 Diritromisinin G. mellonella’nin orta bagirsak MDA miktarina etkisi.
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Sekil 3.2 Diritromisinin G. mellonella’nin orta bagirsak protein karbonil miktarina etkisi.

26



25

<

T

£ b
[]

-§20* b
o

o]

E 15

S

£

= 10 |

B

2

S

£ 97

©

|—

n

S 0

0,000 0,001 0,01 0,1 1

Diritromisin konsantrasyonlari (%)
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BOLUM 4

TARTISMA

Bocekler bazi1 bakteri ve kiifler tarafindan salgilanan antimikrobiyal maddeler ile dogal
ortamlarinda  karsilagabilecekleri diisiiniildiigiinde antimikrobiyal maddelerin zararh
boceklerin yasam parametreleri ile iliskili olarak oksidatif etkilerinin tamamen anlasilmasi
boceklerin ¢evreleri, besinleri ve konaklar1 ile ekolojik iliskilerinin anlasilmasini
saglayacaktir. Bu caligmada Pyralidae ailesine ait olan biiyiik bal miimii giivesi G. mellonella
model alinarak iilkemizde tarimsal iriinlere zarar veren Oncelikle Pyralidae ailesine ait
tirlerin ve genelde diger zararh tiirlerin kimyasal miicadelesinde antibiyotiklerin besinsel
karisimlarinin  kullanilabilirliginin Laboratuvar sartlarinda arastirllmast amaclanmistir.
Geleneksel antibiyotiklerin besinsel karigimlarinin etkileri G. mellonella iizerinde denenmis
olup (Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009) yeni nesil bir makrolid olan diritromisinin
bocegin oksidatif etkisi ile detoksifikasyon kapasitesine etkisi calisiimamistir. Diinyada ve
tilkemizde tarim alanindaki zararlhlar ile miicadele ederek daha kaliteli iirlin 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 zararlisi bocekler ile
miicadelede Lepidoptera takimina ait tiirlerin laboratuvarda yapay ortamlarda yetistirilme
calismalan yeni pestisitlerin gelistirilmesi ve kesfedilmesi dogrultusunda biiyiik bir hizla

artmakta olup bu amacla farkli model bocek tiirleri ve beslenme teknikleri kullanilmaktadir.

Lepidoptera takimina ait biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella larvalarin1 laboratuvarda
ergin evreye kadar yetistirmek icin kullanilan yapay besine farkli miktarlarda katilan bir
makrolid tiirevi antibiyotik olan diritromisinin bdcegin yasama orani, gelisme siiresi, esey
orani, ergin disi ve erkek Omiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma orani ile son evre (7.
larval evre) larvalarmin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonunun onemli bir iiriinii olan
MDA ve protein oksidasyonu iiriinii protein karbonil miktarlarina, detoksifikasyon enzimi

GST aktivitesine etkisi incelendi. Bu caligmanin sonuglar1 diritromisinin denenen yiiksek
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besinsel konsantrasyonlarinin ¢alisilan bocegin biyolojik 6zellikleri ve antioksidan savunma
sistemini olumsuz yonde etkiledigini gostermistir. Benzer biyolojik tepkiler diger geleneksel
antibiyotikler (penisillin ve streptomisin) ile maruz kalan Galleria mellonella (Biiyiikgiizel
and Kalender 2007, 2008, 2009) ve diger bazi bocekler i¢in de kaydedilmistir (Biiyiikgiizel ve
Yazgan 1996, Biiyiikgiizel 2001, Giordano et al. 2010).

Antibiyotikler, boceklerin yapay besinler ile yetistirilmesi sirasinda muhtemel bakteriyel ve
fungal kontaminasyonlar1 6nlemek, besin almalarin1 uyarmak ve biiyiimelerini hizlandirmak
amaciyla besinlere ilave edilmektedir. Bazi calismalarda cesitli amaglar ile kullanilan
antibiyotiklerin, bocegin yasama oram1 ve gelisme siiresine etki etmeyen ancak
kontaminasyonu onleyebilen besinsel miktarlar1 belirlenmis olup, bocek iizerinde olumsuz
etkilere sahip olan miktarlarinin ise etki mekanizmasi tizerinde durulmamistir (Liles 1958,
Singh and House 1970, Griffiths and Beck, 1974, Costa et al. 1997, Biiyiikgiizel ve Yazgan
2002, Alverson and Cohen 2002). B. thuringiensis subsp. Kurstaki HD-1 toksini Lymantria
dispar larvalarinda diisiikk oranda 6liime sebep olurken larvalarin antibiyotik ile beslenmesi
sonucunda orta bagirsak bakterileri yok edildiginde bdcegin toksinden dolayr 6liim orani
artmaktadir. Auremisin ve ampisilin ile beslenmis L. dispar larvalarinin 6liim orani bu
larvalara inokiile edilen B. thuringiensis toksini tarafindan doza bagl olarak artirilmistir
(Frankenhuyzen et al. 2010). Antibiyotik ile beslenen Lepidopter tiirler L. dispar,
Choristoneura fumiferana gibi mikrofloraya sahip boceklerin toksine hassasiyeti artmuistir.
Antibiyotiklerin G. mellonella iizerine etkilerinin incelendigi Onceki c¢alismalarda orta
bagirsagin antibiyotiklere kargi artan hassasiyetin orta bagirsaktaki fizyolojik islevlerin
degismesine bagli oldugu belirtilmistir (Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2009). Boceklerin
orta bagirsaginin besinlerin par¢alanmasi ve sindirimi sirasinda meydana gelebilecek oksidatif
hasara karst olduk¢a hassas oldugunun bilinmesine ragmen (Krishnan and Kodrik 2006),
boceklerin sindirim dokusunda antibiyotiklere karsi biyokimyasal stres belirteci olarak
oksidatif ve antioksidatif tepki mekanizmalarnn hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir
(Biiyiikgiiel and Kalender 2007, 2009). Bu c¢alismalarin sonuglart denenen besinsel
antibiyotiklerin bocegin yasama oram1 ve gelisme siiresi lizerindeki olumsuz etkilerinin
larvalarin ortabagirsagina ulasan antibiyotikler ile dogrudan uyarilan oksidatif hasara bagl
olabilecegini desteklemektedir. Diritromisin ile yapilan bu ¢alismada bu goriisii destekleyen
onemli sonuglar elde edilmistir. Birincisi, diritromisinin farkli miktarlarin1 iceren besinler ile
beslenen G. mellonella larvalarimin orta bagirsaginda oksidatif stresin gostergesi olan lipid

peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi onemli derecede yiiksek bulunmustur. Ikinci
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olarak, denenen diritromisin konsantrasyonlar1 dnemli bir detoksifikasyon enzimi olan GST
aktivitesinde Onemli artisa sebep olmustur. Bu sonuclar besinsel diritromisin
konsantrasyonlarmin bdcegin biyolojik parametreleri iizerindeki olumsuz etkilerinin,
antibiyotigin prooksidatif etkisine bagli olabilecegini gostermistir. Bu durum bodcegin orta
bagirsak fizyolojisini degistirerek larvalarin besinden yararlanmasini olumsuz yonde etkilemis
olabileceginden bocek yasama ve gelisimi i¢in gerekli olan besinsel ihtiyacin karsilayamamais
olabilir. Bu ¢aligsmada ayrica diritromisinin G. mellonella tizerinde fizyolojik ve biyokimyasal
etkisinin arastirilmasinda, son evre larvalarinin orta bagirsaginda lipid peroksidasyonu ve
protein oksidasyonu seviyesi ile GST aktivitesindeki degisimlerin tespit edilmesi ve bu
degisimler ile birlikte, bocegin yasama orani, gelisme siiresi, ergin disi ve erkek Omiir
uzunlugu ve esey oranim ile yumurta verimi, yumurtalarin agilma oranimi, olumsuz ydnde
etkileyen konsantrasyonlarin belirlenmesi diritromisinin insektisit olarak kullanilabilirliginin
incelenmesinde onemli kriterler olmustur. Boylece insan ve hayvan sagligi agisindan énem
arz eden bir maddenin zararli boceklerin miicadelesinde kullanimu ile ilgili bu yeni yaklagim
tarimsal {irlinlerin korunmasinda ¢evreye duyarli bir yontem olmaya adaydir. Diger taraftan
yararli boceklerin Laboratuvar sartlarinda kitle iiretiminde kullanilan yapay besinlerin
mikrobiyal kontaminasyonlarmmin Onlenmesi ve fizyolojik c¢alismalar icin steril bocek
yetistirilmesi amaciyla bu antibiyotik kullanilabilir. Diritromisinin bu yonii ile incelenmesinde

ilave ¢alismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Aym tiiriin farkli gelisim evrelerinde bile degisik fizyolojik kosullara gereksinim duyuldugu
bilinmektedir (Grenier et al. 1986). Bu yiizden denenen diritromisinin besinsel karigim
halinde etkisinin bocegin farkli ergin 6zelliklerine gore degismesi de beklenen bir sonuctur.
Bunun yaninda herhangi bir insektisitin uygulama yontemi, formiilasyonu ve insektisitin
etkinligi de onemlidir (Appel et al. 2004). Bu ¢aligmada diritromisinin bocek iizerindeki etkisi
uygulanan farkli konsantrasyonlar1 ile degismistir. Diritromisinin yalmzca en yiiksek
konsantrasyonunu igeren besin bocegin yasama oranini azaltmis, gelisme siiresini uzatmis,
erkek ve disi esey orani ile yumurta agilma oranini diisiirmiistiir. Diritromisinin denenen tiim
konsantrasyonlar1 bocegin gelisme evrelerindeki yasama orani ile disilerin yumurta verimini

diistirmiistiir. Diritromisinin erkek ve disi 0miir uzunluguna 6nemli bir etkisi olmamustir.

Diritromisin kontrol besinine gore G. mellonella son evre larvalarinin orta bagirsak MDA ve
protein karbonil miktarin1 6nemli derecede artirmistir. Kontrol besine % 1,0 diritromisin ilave

edilmesi oksidasyon diizeyini artirarak kontrole gére MDA seviyesinde 3,5 kati, protein
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karbonil miktarinda ise 6 kati artisa sebep olmustur. Besindeki yiiksek diritromisin
konsantrasyonlar1 (% 0,1 ve 1,0) GST aktivitesinde yaklasik 7 kat1 oraninda bir yiikselmeye
sebep olmustur. G. mellonella larvalarinin besinine ilave edilen antibiyotiklerin bocegin
yasama, gelisme, viicut agirligi ve total protein miktarina etkisi bocegin gelisme evreleri
(larva, pup ve ergin) ile antibiyotiklerin tiirii ve dozuna bagli oldugu bilinmektedir
(Biiyiikgiizel and Kalender, 2008). Antibiyotiklerin G. mellonella larvalarinin orta bagirsak
MDA ve antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GST, GPx) aktiviteleri iizerine etKilerinin
bocegin larval evreleri (3-7 evreler) ile denenen antibiyotik tiirii ve konsantrasyonlarina gore
degistigi belirtilmistir (Biiylikgiizel and Kalender 2007, 2008). Yiiksek konsantrasyonlarda
penisilin (% 0,01, 0,1 ve 1,0) G. mellonella’nin 7. evre larvalarinin, pup ve erginlerin yas
agirhigini artirmis, flukonazol, griseofulvin ve streptomisinin ise diisiik miktarlar1 (% 0,001
ve 0,01) bocegin yas agirligini artirmistir. Bu antifungal ve antibakteriyel maddeler erginlerin
total protein miktarini diigiirmiistiir. Penisillinin ve streptomisinin % 1,0’lik konsantrasyonunu
iceren besinler kontrole gore (% 80) G. mellonella’nin pup ve ergin yasama oraninin1 % 50
oraninda azaltmis olup, flukonazol ve griseofulvinin yiiksek miktarlarini iceren besinlerden %
20 gibi diisiik bir oranda ergin elde edilmistir. Bu antibakteriyel ve antifungal maddeler
gelisme  siiresini  onemli derecede uzatmig olup Ozellikle flukonazolun bazi
konsantrasyonlarinda ergin evreye ulasma siiresi 8 giin uzamistir (Biiyiikgiizel and Kalender

2008).

Penisillinin yiiksek konsantrasyonlarin iceren besinler ile beslenen G. mellonella larvalarinin
tim evrelerinde (3-7. evreler) orta bagirsak MDA miktar1 6nemli derecede yiikselmistir.
Diger taraftan yiiksek penisilin konsantrasyonlarinda 7. evre larvalarinin orta bagirsaginda
MDA miktarinin arttigt SOD ve GST aktivitelerinin énemli derecede diistiigii gozlenmistir
(Biiyiikgiizel ve Kalender 2007). Buna karsilik streptomisinin yiiksek besinsel
konsantrasyonlari bu bocegin 7. evre larvalarinda lipid peroksidasyonu diizeyi ile birlikte
antioksidan enzimler SOD ve GPx diizeylerini artintken CAT ve GST aktivitesini
disiirmiistiir (Bliylikgiizel and Kalender 2009). Antibiyotiklerin bocek {izerindeki
patofizyolojik etkilerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber bazi antibiyotiklerin
cesitli hayvan modellerinde oksidatif strese sebep olmak iizere reaktif oksijen radikallerini
olusturdugu ve boylece hiicre zarma zarar verdigi belirtilmistir (Vijayalekshmy et al. 1992,
Kovacic and Osuna 2000). Serbest radikallerin antioksidan savunma sistemini bozarak
Lepidoptera takimina ait Spodoptera littoralis (Boisduval) larvalarinin on ve orta

bagirsaginda lipid peroksidasyonu diizeyini artirdigi bilinmektedir (Krishnan and Kodrik
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2006). Bu sonuclar ile uyumlu olarak diritromisin G. mellonella son evre larvalarinin orta
bagirsak dokusunda lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonunu artirmakla birlikte GST

aktivitesini de yiikseltmistir.

Larval evrede alinan dogal ve yapay besin maddelerinin kalitesi ve besinsel dengesi bir ¢ok
bocegin erginlerinin tireme ve diger bazi 6zellikleri ile dmiir uzunlugu (hayatta kalma siiresi)
tizerinde etkilidir (Slansky and Scriber 1985, Eischen and Dietz 1987, Ridgway and Mahr
1990). Zararh bir dipter tiir olan Akdeniz meyve sinegi C. capitata’nin larval evrede aldigi
besinin ergin olusumunu, viicut biiyiikliigiinii, eseysel olgunlugu, yumurta birakma
davranisin1 ve yasama siiresini etkiledigi bilinmektedir (Chang et al. 2001). Diritromisinin
denenen besinsel karisimlarinin hi¢ biri G. mellonella erkek ve disi erginlerinin Omiir
uzunlugu iizerinde istatistiksel olarak etkili olmamistir. G. mellonella’nmin 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 émiir uzunlugu ayr ayr ele alinmistir. Kilinger (1976)’de, yapmis
oldugu calismasinda belirli bir dogal konak ile yetistirilen Bracon hebetor (Say) erginlerinden
erkek bireylerin disilere gore daha kisa yasadigini, erkek bireylerin omiir uzunlugunun
ortalama 7,4 + 2,6 (4-14) giin, disi bireylerin Omiir uzunlugunun ise ortalama 19,7 + 2,6 (10-
30) giin oldugunu belirtmistir. Bu sonuclar, calistigimiz bocegin Lepidoptera takimina ait bir
tir olmasina ragmen elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Diritromisinin en
disilk konsantrasyonu (% 0,001) hari¢ kontrol ve diritromisinin denenen diger
konsantrasyonlarinin tiimiinde G. mellonella erkekleri disilerden daha kisa siire yasamiglardir.
Bu besinlerde disilerin erkeklere gore daha uzun yasamasi disilerin larval besin ile alinan
yiiksek konsantrasyonlarda diritromisine ergin sonrasi daha fazla tolerans gdstermesi sonucu

olabilir.

Bazi ¢alismalarda gesitli cevresel stres faktorlerine maruz kalan birka¢ bocek tiiriiniin ergin
Omiir uzunlugundaki artisin lipid peroksidasyonu diizeyinin diigmesi (Sestini et al. 1991) ve
antioksidan enzimlerden SOD, CAT ile glutatyona bagimli enzimlerin aktivitelerinin
yiikselmesi (Bains et al. 1998, Sun et al. 2002) ile iliskili oldugu ileri stiriilmiistiir. Daha
onceki ¢alismalarda bazi antibiyotiklerin denenen yiiksek konsantrasyonlarinda (% 0,1 ve 1,0)
G. mellonella larvalarimin orta bagirsak MDA miktarinda artis gozlenirken, GST ve diger
antioksidan enzimlerin aktiviteleri artmistir. Ancak bu antibiyotiklerin G. mellonella son evre

larvalarinin orta bagirsagindaki oksidatif ve antioksidatif diizeyine etkisi ile iligkili olarak
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bocegin Omiir uzunlugu iizerine etkisi incelenmemistir (Biiyiikgiizel and Kalender 2007,
2009). Bu calismanin sonuglar diritromisinin bocegin ergin 6zellikleri iizerindeki olumsuz
etkisinin oksidatif stresten kaynaklanabilecegini isaret etmektedir. Bu calismada % 1,0’lik
diritromisin yasama oranm1 ve gelisme siiresini olumsuz etkilerken larvalarin orta bagirsak
MDA ve protein karbonil miktar1 ile GST aktivitesini Onemli derecede artirmistir.
Antioksidan enzimler asir1 oksidatif stres durumunda olusan reaktif molekiillere karsi hassas
olduklarindan (Pigeolet et al. 1990), diritromisinin bu yiiksek konsantrasyonu tarafindan
tiretilen serbest radikaller GST enziminin aktivitesini artirmis olabilir. Drosophila
melanogaster (Meigen)’de glutatyona bagimhi enzimlerin (GST ve GPx) aktivitelerindeki
artisin Omiir uzunlugunda artisa neden oldugu ve oksidatif strese direncin arttig1 gozlenmistir
(Parkes et al. 1993, Sohal et al. 1995, Sun et al. 2002). Biiyiikgiizel (2006) organofosforlu
insektisitlerin oldiiriicii olmayan dozlarina kars1 bir tepki olarak P. furionellae erginlerinde
SOD aktivitesinin ve dmiir uzunlugunun arttigin1 géstermistir. Uzun siire fenitrotiyona maruz
birakilan lepidoptera takimina ait S. exigua’nin erginlerinde artan SOD aktivitesi ile birlikte
yasama oraninin ve omiir uzunlugunun arttigi gézlenmistir (Adamski et al. 2003). Daha 6nce
yapilan bu calismalarin sonuglar1 ve G. mellonella ile yapilan bu calismadan elde edilen
sonucglar birlikte ele alindiginda oksidatif ve antioksidatif tepki ile iligkili olarak yasam
parametrelerindeki degisme bocegin tiirii ile denenen oksidan maddenin tiirline ve

konsantrasyonuna bagl oldugu goriilmektedir.

Diritromisinin en yiiksek miktarini iceren besin ile beslenen larvalardan elde edilen erginlerin
erkek ve disi oranlar 6nemli derecede azalmistir. Disi birey sayisinin az olmasi birakilan
yumurta sayisinin azalmasi sebebiyle zararli boceklerin tarimsal alanlarda ¢ogalmasinin
sinirlanmasi ve sonraki dollerde bitkilere verilecek zararin azalmasi anlamina gelmektedir.
Giilel (1988) bazi boceklerde esey oranin fazlasiyla degisebildigini belirtmistir. Esey
oranindaki bu degisimler yumurta birakan disiye, erkek ve disi larvalar arasindaki 6liim
farkina, disilerdeki c¢iftlesme sayis1i gibi genetiksel olmayan faktorler yaninda genetik
faktorlere de bagli olarak agiklanmaktadir. Lepidoptera takimina ait tiirlerde kromozomal
olarak genetik esey belirlenmesinin disinda ekstrakromozomal sekilde disi bocek tarafindan
yumurta araciligiyla kalitsal olarak nesilden nesile nakledilen Wolbachia cinsi bakteriler
(Wolbachia pipientis (Hertig)) tarafindan bocegin iireme sekli degistirilmektedir. Bu tiirlerde
Wolbachia’nin  sitoplazmik  enfeksiyonu sonucunda biiyilk oranda disi birey
olusturulmaktadir. Bu mikroorganizma tarafindan uyarilan asir1 disi tiretimi iic mekanizma ile

gerceklesmektedir (Kageyama et al. 1998). Mekanizmalardan birincisi, bu
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mikrorganizmalarin partenogenezi uyararak bilyiik oranda disi birey olusumunu saglamasi,
ikincisi, erken evrelerde secici olarak erkeklerin oliimii (male killing) ve {lgiinciisii ise
erkeklerin genetik olarak disilestirilmesidir. Disi bocek tarafindan kaliimsal olarak délden
dole gecirilen Wolbachia ile enfekte olan tamamen disi dol meydana getiren Ostrinia
scapulalis (Walker) disileri tetrasiklin ve diger bazi antibiyotikler ile birka¢ nesil
beslendiginde esey orani erkek birey lehine degismistir (Kageyama et al. 2003). Bu ¢alisma
antibiyotiklerin boceklerde esey orami {izerinde etkili olabilecegini gostermektedir.
Diritromisinin en yiiksek konsantrasyonunu iceren besinlerde G. mellonella’nin disi esey
oran1 aymi besindeki erkek esey oranina gore artis gostermesine ragmen istatistiksel olarak
onemli bir artis olmadig1 goriilmektedir. Ancak diritromisinin esey oram iizerindeki muhtemel

etkisini ortaya cikarmaya yonelik daha detayli calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Diritromisinin tiim miktarlarini igeren besinlerde yetistirilen disilerin yumurta veriminde dnemli
bir azalma olmus, denenen en yiiksek diritromisin konsantrasyonunda birakilan yumurtalarin
biiyiik bir ¢ogunlugunun embriyonik gelisimi tamamlayamadig ve normal olarak acilamadigi
goriilmiistiir. Ekonomik olarak zarara sebep olan boceklerin yumurta sayisinin azalmasi ve bu
yumurtalarin canlilik oraninin diisiik olmast boceklerin kontroliinde 6nemlidir. Baz1 calismalar
cesitli antibiyotiklerin baz1 takimlara ait boceklerin yumurta iiretimini ¢ogunlukla olumsuz
yonde etkiledigini ortaya ¢ikarmustir (Giordano et al. 2010). Ornegin toprakta bulunan
Folsomia fimetaria L. ve Enchytraeus crypticus (Oligochaeta: Enchytraeidae)’ min ergin
yasama orani ve verdikleri yeni nesil birey sayisinin iizerine oksitetrasiklin ve tilozin
antibiyotikleri diisiik bir toksik etki yapmistir. Oksitetrasiklin yasama oranim etkilemezken
tilozin 6nemli olmayan bir azalmaya sebep olmustur. Buna karsilik oksitetrasiklin bu iki
bocegin iireme oranmi Onemli derecede dusiirmiistir (Baguer et al. 2000). Baz
antimikrobiyal maddelerden metronidazol, olanquindoks, tiamulin ve antihelmintik
ivermektinin Folsomia fimetaria’nin iireme oranimi distirmiistir (Jensen et al. 2003).
Diritromisinin etkisinin denendigi G. mellonella ile yaptigimiz bu calisma antibiyotiklerin
boceklerdeki etkisinin belirlenmesinde ergin 6miir uzunluguna gore yasama orani ve lireme
ile ilgili ozelliklerin daha hassas kriterler oldugunu gostermistir. Diger calismalar ile bu
durum desteklenmektedir. Ornegin, rifampisin F. candida Willem' min yumurta sayisini
etkilemezken yumurtalarin agilma oranini diisiirmiistiir (Timmermans and Ellers 2008). Buna
karsilik Pike and Kingcombe (2009) rifampisinin yumurta sayisinda ve ac¢ilma oraninda bir
azalmaya sebep oldugu ancak tetrasiklinin yumurta sayisimi diisiirmedigini belirtmistir.

Kimyasal miicadelede kullanilan baz1 antiviral maddelerin heteropter boceklerden Pyrrhocoris
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apterus (Linnaeus)’da ve Dysdercus cingulatus (Fabr.)’da ovaryum ve folikiil hiicrelerinin
yapisinin bozulmasina, embriyo gelisimi i¢in 6nemli olan vitellin proteininin sentezinin
Onlenmesine baglh olarak embriyonik gelisimin gerilemesine sebep olmustur (Sldma et al. 1983,
Sula et al. 1987, Socha et al. 1988, Gelbi¢ and Holy 1985). Antiviral 6zellige sahip bazi
niikleozit tiirevi maddeler cesitli boceklerde ovaryumlardaki yumurta verimini jiivenil hormon
(JH) titresini degistirmek suretiyle etkilemektedir (Sula et al. 1987). JH ve ovaryum
ekdisteroidleri yumurta hiicresinin bilytimesini, vitellus sentezi ve olusumu, embriyo gelisimini
diizenlemektedir (Gidde and Hoffmann 2005). Diger taraftan, bazi1 antiviral 6zellige sahip
niikleozit tiirevi sentetik insektisitler P. apterus’da hemolenf, yag doku ve ovaryumdaki protein
iceriginde onemli degisiklige sebep olmus, yumurta olusumunu tamamen Onlemistir (Gelbic¢
and Sula 1990). Bu caligmada denenen diritromisinin besinsel karisimlart G. mellonella’da bu

hormonlarin islevinde 6nemli degisikliklere sebep olabilir.

Bir¢ok bocekte yumurta birakma davranisinin 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 (Zeng et al. 2000, Engelman 1979). Diger taraftan yumurta birakma davranisi
cevresel sinir sisteminden daha ¢ok merkezi sinir sistemi tarafindan yonetilen ve hormonal
seviyede gerceklestirilen karmasik bir aktivitedir (Loher 1984). Bu yiizden G. mellonella’ya
besinle verilen diritromisinin metabolizmast sonucu olusan eritromisilamin ve diger ara
tiriinlerinin dogrudan hemolenfe karisarak kisa bir siire icinde yumurta {iretimi, olgunlagmasi,
birakimi1 ve bu yumurtalarin agilmasi gibi fizyolojik davramislan olumsuz yonde etkilemesi

beklenen durumdur.

Daha onceki caligmalar herhangi bir besinsel degeri olmayan antibiyotiklerin oldiiriicii
olmayan (subletal) etkilerinin bu maddenin besinsel bilesenler ile etkilesimine dayanarak
larvalarin besin tiiketim oranini degistirmesine bagl oldugunu belirtmistir (Biiyiikgiizel and
Icen 2004, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Bir antibiyotik olan novobiyosinin yiiksek
miktarlan ile beslenen endoparasitoid bir hymenopter tiir P. turionellae larvalarinin yasama
ve gelisimi de olumsuz yonde etkilenirken bu maddenin denenen en diisiik miktar1 bocegin
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. Diritromisin ile beslenen G. mellonella

disilerinin yumurta sayisinin diigmesi larval evrede antibiyotige bagli olarak besin aliminin
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azalmasi sonucu olabilir. Benzer bir goriis F. candida’da oksitetrasiklinin viiciit biiyiikliigii ve
yumurta sayisi iizerine olan olumsuz etkisi i¢in ileri siirlilmiistiir (Giordano et al. 2010).
Oksitetrasiklin iceren besinin bulundugu kapta besinin azalmadigi gbzlenmistir. Ancak ayni
caligmada tilosin ve ampisilin iceren besinin sabit bir sekilde tiiketildigi ve bocek iireme
periyodunda iken besinin tamamen tiiketildigi goriilmiistiir. Tully and Ferriere (2008) aclik
stresinin bazi boceklerde yumurta sayisinm diisiirdiigii fakat iiretilen bazi yumurtalarin
canliligini ve acilma oranmimi etkilemedigi gostermistir. Bizim c¢alismada diritromisinin
yumurta sayisi tizerindeki toksik etkisinde, antibiyotik tarafindan olusturulan enerji (kalori)
sinirlamasinin olabilecegini ihmal etmemek gerekir. Bazi antibiyotiklere (6rnegin tetrasiklin)
uzun donem maruz kalan Drosophila simulans Sturtevant’da mitokondri sayisinin azaldigi ve
bu etkinin iki nesil boyunca goriildiigii bilinmektedir (Ballard and Melvin 2007). Larval
besinle alinan diritromisinin ergin disilerin yumurta verimi ve ag¢ilma oram iizerindeki
olumsuz etkisi yumurta iiretimi ile ilgili organlarda ve iiretilen yumurtalardaki embriyonal
gelisim sirasinda oksidatif hasarin artmasi sonucu olabilir. Bu goriisiin aydinlatilabilmesi
amaciyla ilave deneylere ihtiya¢c bulunmaktadir. Ancak, bazi omurgali tiirlerinde yumurta
aciliminin oksidatif stresin artisi ile ters orantili oldugu bilinmektedir (Alonso-Alvarez et al.

2010).

Antibiyotiklerin boceklerin orta bagirsak dokusunda protein oksidasyonu diizeyine etkisini
gosteren calisma bulunmamaktadir. Proteinler serbest radikal saldirilarina doymamis yag
asitlerinden daha az duyarli oldugundan bu biyomolekiildeki hasar lipidlerdeki hasara gore
toksisitenin siddeti hakkinda daha kesin bilgi vermektedir. Besine c¢esitli amagclarla ilave
edilen antibiyotiklerin bocek iizerindeki etkilerinin tespit edilmesi i¢in belirli evrelerdeki
bireylerin dokularinda biyokimyasal analizlerinin yapilmasi ve fizyolojik degisimlerin ortaya
konulmasi énemli kriterlerdir (Eid et al. 1989, Biiyiikgiizel and icen 2004, Biiyiikgiizel and
Kalender, 2008). Bu ¢alismada kullanilan diritromisinin besine ilave edilen miktarlar1 genel
olarak larvalarin orta bagirsaginin lipid peroksidasyonu ve protein oksidasyonu diizeyi ile
GST aktivitesini artirmistir. Ayn1 zamanda besin kalitesinin diisiik olmasi boceklerde bircok
fizyolojik ve davranigsal degisime sebep olur (Slansky and Scriber 1985). Cesitli toksinlere
maruz kalarak besinsel degeri azalmis dogal besin ile beslenen predatdr bir driimcek tiirii
Pardosa prativaga (L. Koch)’da GST enziminin aktivitesi oldukca diisiik bulunmustur
(Nielsen and Toft 2002). Boceklerin serbest radikallerden ve genel oksidatif stresten
etkilendigi bilinmektedir (Timmermann et al. 1999). Bocekleri yetistirmek i¢in kullanilan

yapay besinlerin besin bilesenleri kendi aralarinda ve besine ilave edilen madde ile etkileserek
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reaktif oksijen tiirevlerinin (ROT) olusmasina sebep olurlar. Besinlerde olusan serbest
radikaller toksitenin artmasina bagl olarak larvalarin besin tiiketim oranini degistirmektedir
(Cohen and Crittenden 2004). Bunun sonucunda besin kalitesinin degisimine bagli olusan dis
kaynakli serbest radikaller ile sindirim sirasinda olusan i¢ kaynakl serbest radikaller sindirim

dokularindaki yapisal ve islevsel proteinleri hasara ugratabilmektedir.

Canlilarin kimyasal maddeler veya ¢evre kirliligine neden olan maddeler gibi c¢esitli yabanci
maddelerin etkileri altinda kalmalari, serbest oksijen radikallerinin olusumuna ve
dolayistylada metabolik olaylarin bozulmasina neden olur. Serbest oksijen radikalleri sahip
olduklar1 paylasilmamis elektronlarindan dolay1 oldukca reaktif atom ve molekiillerdir. Bu
radikaller hiicre zarmin doymamis yag asitleri ve 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 ve organik hidroperoksitleri
detoksifikasyon ve antioksidan sistemler tarafindan uzaklastirilir. Ayrica olusan serbest
radikaller sonucu hiicre zarinin ve diger hiicresel lipid ve proteinlerin yapisinin bozulmasiyla
lipid peroksidasyonu olarak tamimlanan bir dizi reaksiyon gerceklesir ve sonugta aldehit
tiirevleri, ozellikle MDA ile protein karbonil iiriinleri, olusur. MDA miktarinin yiikselmesi
lipid peroksidasyonu seviyesinin Onemli bir gostergesidir (Mano et al. 1995). Cesitli
antibiyotiklerin G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda lipid hidroperoksit miktarimi
artirdi@1 ve oksidan strese sebep olduguna yonelik calismalar mevcuttur (Biiyiikgiizel and

Kalender 2007, 2009).

Boceklerde kimyasal maddelerin toksik etkisini azaltict ve hatta yok edici direng
mekanizmalan gelismistir. Oksidatif strese karg1 direncgte etkili oldugu bilinen énemli enzim
grubu GST dir (Parkes et al. 1993, Yu 1993, 2004, Sivori et al. 1997, Wei 2001). Boceklerde
bu enzim ailesi (teta sinif1) insektisitlerin toksik etkilerine kars1 savunma ve direng gelistirme
amagch is gormektedir (Clark et al. 1985, Singh et al. 2001). GST bir faz II detoksifikasyon
enzimi olup ksenobiyotikleri glutatyona (GSH; vy-glutamil-sisteinil-glisin) baglayarak
toksitesini azaltir. Diger taraftan GST hiicre i¢i iyon kanallarinin diizenlenmesi ve madde
taginmasi, prostaglandin biyosentezi gibi cesitli biyosentez yollarinda da rol oynamaktadir
(Wilce and Parker 1994). M. domestica’da organofosforlu insektisitlere direncli mutantlarin
yiikksek seviyede GST aktivitesine sahip oldugu bulunmustur (Cakir ve Yamanel 2005).

Ancak bu sonuglar ile uyumlu olarak diritromisini yiiksek miktarlarda iceren besinler ile
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beslenen G. mellonella larvalarinin orta bagirsak GST aktivitesi onemli derecede artmustir.
GST aktivitesinin artmasi diritromisin tarafindan olusturulan ROT’larin sebep oldugu lipid
peroksidasyonu iirtinii MDA’ nin ve protein karbonilin detoksifikasyonu amaciyla olabilir. Bu
nedenle GST enzimi artan ROT ve diger organik hidroperoksitler ile protein karbonillerin
zararh etkilerini ortadan kaldirabilir (Halliwell and Gutteridge 1999). Besinsel kalitesi diisiik
olan dogal besinlerle beslenen bir lepidopter tiir L. dispar’in orta bagirsaginda antioksidan
enzimlerin aktivitelerinin arttig1 ve bu enzim aktivitesindeki artisin farkl larval evrelere bagh
olarak degistigi gozlenmistir (Peric-Mataruga et al. 1997). Benzer sonuglar farkl
prooksidanlara maruz kalan M. domestica, T. ni, Spodotera eridania (Stoll) gibi cesitli bocek
tirlerinin farkli gelisme evrelerinde de gozlenmistir (Ahmad and Pardini 1990, Zaman et al.
1994, Ahmad et al. 1995). Lepidoptera takimina ait boceklerin larvalar1 g¢esitli oksidan
maddelerle beslendigi zaman orta bagirsaklarinda peroksit radikalleri basta olmak iizere
cesitli ROT’lar olugsmaktadir. Bu peroksitler ya besinle alinan veya besin kanalinda daha
onceden bulunan demir gibi cesitli aktif metal iyonlan ile etkileserek (Fenton reaksiyonu)
hidroksil radikali (OH) ve diger ROT lar1 olusturabilir (Barbehenn et al. 2005). Bu reaktif
tirevler orta bagirsak epitel dokusunda ve peritrofik zarda protein ve lipid oksidasyonuna
bagh oksidatif hasar meydana getirmektedir (Barbehenn and Stannard 2004). Biiyiikgiizel ve
Kalender (2007, 2009) tarafindan penisilin ve streptomisinin G. mellonella tizerindeki etkisi
icin ileri siiriildiigii gibi bu c¢aligmada diritromisinin toksitesi sonucunda serbest radikal

olusumunun artis1 ile ortabagirsak GST enziminin aktivitesi artmis olabilir.

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 son evre larvalarinin orta bagirsagi disinda diger evreler ile larva sonrasi
evrelerdeki bireylerin orta bagirsak enzim aktivitelerinin degisimleri incelenmemistir. Ancak
denenen diritromisin konsantrasyonlarinin bocegin ergin evreye kadar yasama orani, gelisme
stiresi, ergin esey orani ve Omiir uzunlugu iizerine etkilerinin farkli oldugu gozlenmistir. Bu
sonuglar bocegin orta bagirsak detoksifikasyon kapasitesinin evrelere gore degisebilecegini
isaret etmektedir. Pro-oksidan madde kaynagi bazi bitkisel besinler ile beslenen L. dispar
larvalarinin farkli evrelerindeki orta bagirsak dokusunda antioksidan enzim aktivitelerinin
farkli oldugu bilinmektedir (Peri¢-Mataruga et al. 1997). Cesitli insektisitlere maruz kalmis
pamuk kurdu H. armigera’daki detoksifikasyon enzimlerinin aktivitelerinin larval ve ergin

evreye gore degistigi gosterilmistir (Leonova and Slynko 1996). Bu yiizden diritromisin ile

iliskili olarak bocegin diger evrelerindeki oksidatif stres diizeyi ve bu diizeydeki degisimlere
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bagh olarak antioksidan savunma ve detoksifikasyon kapasitesinin degisimlerin belirlenmesi

amaciyla detayli ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Diritromisinin besindeki miktarlarinin artis1 ile bocek iizerindeki etkisi arasinda genellikle
orantili bir iliski ortaya ¢cikmistir. Ornegin diritromisinin besindeki miktar1 arttrtkca yasama
orani ve yumurta verimi azalmistir. Diger taraftan, diritromisinin diisiik besinsel
konsantrasyonlarinda bocegin gelisme siiresi, esey oran1 ve disilerin biraktigi yumurtalarin
acilma oram Onemli derecede etkilenmemistir. Hormetik etki denilen bu mekanizma
insektisitlerin diisitk miktarlarina kars1 tolerans gelistirme yoniinde bir adaptasyon tepkisidir.
Benzer etki bir parazitoid bocek P. turionellae’nin Laboratuvar sartlarinda yapay besinler ile
yetistirilmesi sirasinda ¢esitli antibiyotikler tarafindan da ortaya cikarlmistir (Biiylikgiizel
2001, 2002). Bu ¢esit etkilerin boceklerde prooksidan ve antioksidan sistem ile iligkili oldugu
gosterilmektedir (Biiyiikgiizel 2006). Benzer sekilde, Lepidoptera takimina ait bir tiir olan L.
dispar’nin besinine ilave edilen fenolik bir glikozitin diigiik miktarlar1 bocegin GST ve esteraz
enzimlerinin aktivitesini artirmistir (Hemming and Lindroth 2000). Bu sonuglar diritromisin
ile G. mellonella’da yaptigimiz bu calismanin sonuglar1 ile uygunluk gostermektedir.
Lepidoptera takimina ait boceklerde besin maddelerinin sindirimi genellikle alkali bir ortama
sahip olan orta bagirsakta gerceklestirilmektedir (Terra 1990). Boylece bu ¢alismada besinle
alian farkli konsantrasyonlardaki diritromisinin G. mellonella’nin orta bagirsaginda ozmotik
dengeyi ve ortamin reaksiyonunu (pH) etkilemesi sonucu farkli oranlarda emilimi
gerceklesebilir. Daha onceki bir calismada Biiyiikgiizel ve Yazgan (1996) tarafindan farkl
etki mekanizmasi ve yapiya sahip antibiyotikler iceren besinler ile beslenen parazitoid bocek
P. turionellae icin ileri siiriildiigti gibi bu calismada denenen diritromisin konsantrasyonlari
bocegin bagirsaginin fiziksel ve kimyasal yapisin1 degistirerek sindirim fizyolojisini etkilemis
olabilir. Bu goriis ile uyumlu olarak Biiyiikgiizel ve Kalender (2007, 2009) penisillin ve
streptomisinin G. mellonella’nin orta bagirsaginda karbohidrat ve protein metabolizmasi ile
ilgili transaminazlar ALT ve AST enzimlerinin aktivitelerini 6nemli derecede diisiirdiigiinii
gostermigstir. Diger taraftan G. mellonella larvalarinin bagirsagindan emilerek dokulara ulasan
diritromisinin ve metabolizma iiriinlerinin (eritromisilamin) olumsuz etkisi detoksifikasyon ile
ortadan kaldirilabilir. Benzer bir diisiince Graf ve Benz (1970)’in baz1 sentetik antibiyotiklerin
D. melanogaster’in yasama ve gelisimi {izerine etkisini inceledigi caligmada da ileri
stiriilmiistiir. Boceklerde ©nemli detoksifikasyon enzimi sitokrom P450 monooksijenaz
insektisit metabolizmasinda 6nemli role sahiptir (Scharf et al. 1999). Dogada bdocekler

yasamlar1 sirasinda rastgele ya da rutin olarak aktinomiset ve streptomises tiirii bakteriler ve
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diger mikroorganizmalar (fungus) tarafindan dogal olarak {iretilen antibiyotikler ile
kargilasabilirler. Diritromisin G. mellonella erkek ve disi 6miir uzunlugunu etkilememistir.
Diger taraftan diritromisin diisiik konsantrasyonlarda yasama orani, esey oram ve
yumurtalarin agilma orani iizerinde etkili olmamistir. Bu etki Giordano et al (2010) tarafindan
F. candida’da yiiksek dozlardaki antibiyotiklerin diisiik toksisitesi i¢in ileri siirdiigii gibi G.
mellonella’nin uzun siirede zamana bagli olarak antibiyotigi ve metabolizma iiriinlerini
detoksifiye etmesi sonucu ortaya cikabilir. Bu ¢alismada diritromisin ile beslenen larvalarin
orta bagirsak GST aktivitesinin yiiksek bulunmasi bu goriisii desteklemektedir. Diritromisinin
de dahil oldugu makrolid grubu antibiyotiklerin omurgalilarda dokulardan eliminasyon siiresi
uzun olup P-450 enzimi tarfindan metabolize edilmedigi bilinmektedir (Kirst et al. 1995). Bu
durum boceklerde de gecerli ise bir detoksifikasyon ve biyotransformasyon enzimi olarak
GST aktivitesinin yiiksek bulunmasi beklenen bir durumdur. Ancak bu durumu detayh
aciklamak icin G. mellonella larvalarinin orta bagirsaginda P-450 ve diger esteraz
enzimlerinin aktivitelerinin de ¢alisilmasi gereklidir. Liu ve Chen (2000) bir kitin sentezi
inhibitorii olan buprofezinin noropter bir tiir olan Chrysoperla rufilabris (Neuroptera:
Chrysopidae) (Burmeister)’in larval evresindeki olumsuz etkisinin ¢ok az olmasini bdcegin

detoksifikasyon kapasitesinin yiiksek olmasina baglamistir.
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BOLUM 5

SONUC

Bu calismadan elde edilen sonuclara goére diritromisinin son evre larvalarinin orta
bagirsaginda sebep oldugu oksidatif strese bagli olarak olusan biyomolekiiler hasar sonucu
bocegin biyolojik oOzellikleri iizerinde olumsuz etki gosterebilecegi anlagilmaktadir. Bu
caligmada bocegin ergin evresinde diritromisinin oksidatif etkisine bakilmamasina ragmen bu
antibiyotigin sebep oldugu oksidatif hasardan bocegin ergin ozelliklerinin olumsuz yonde
etkilendigini soyleyebiliriz. Diritromisinin denenen en yiiksek konsantrasyonunda GST
enziminin aktivitesindeki 6nemli artis, MDA ve protein karbonil miktarlarindaki yiikselme ile
birlikte yasama oraninin diismesi, gelisme siiresinin uzamasi, esey oraninin, yumurta verimi
ve acilma orammin azalmasi bu diisiinceyi destekleyen Onemli sonuclardir. Diritromisinin
diisiik konsantrasyonlarinda meydana gelen MDA ve protein karbonil miktarlarindaki 6nemli
artis ile birlikte GST aktivitesinin 6nemli diizeyde etkilenmemesi, larvalarin oksidatif strese
baslangigcta bir adaptasyon davranigi gostermesi sonucu olabilir. Diritromisinin bdcegin
biyolojik yasam ozellikleri ile fizyolojisi ve biyokimyasi iizerinde gosterdigi toksik etki
mekanizmasinin tim yonleriyle anlasilmasi zararli boceklerle miicadelede, hedef olmayan
canlilara ve cevreye daha az olumsuz etkisi olan yeni kimyasal yontemlerin gelistirilmesine
olanak saglayabilir. Bu calismadan elde edilen sonuglar antibiyotiklerin bocegin larva, pup ve
ergin evresindeki yasama orani, bu evrelere gelisme siireleri (Biiyiikgiizel 2001, 2002,
Biiyiikgiizel ve Kalender 2008) ile son evre larvalarinin orta bagirsak dokusundaki lipid
peroksidayonu diizeyi ve enzimatik antioksidan savunma iizerine olumsuz etkileri
(Biiyiikgiizel ve Kalender 2007, 2009) yaninda bocegin esey orani, erkek ve disi Omiir
uzunlugu, yumurta sayist ve ac¢ilma orani ile orta bagirsak protein oksidasyonu diizeyini de
etkiledigini gostermistir. Bu sonuglar diisiik miktardaki anibiyotik ile cevreye ve hedef
olmayan canlilara zarar vermeden hedef bocek ile miicadele bakimindan 6nemlidir. Bu
caligmadan elde edilen en Onemli sonug¢ zararli bocekler ile miicadelede cevre ve hedef
olmayan canlilara su anda kullanimda olan insektisitler kadar zararli olmayan antibiyotiklerin

kullanimina yonelik bir stratejiye Onciiliik edilmis olmasidir. Bu konuda farkli etki
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mekanizmasina ve kimyasal yapiya sahip antibiyotikler ve daha genis bir bocek grubu ile

detayli calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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