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OZET

FLUPYRADIFURONE KAYNAKLI OKSIDATIF STRESIN BUYUK BAL MUMU
GUVESI UZERINE ETKILERI

Yasin ALATAS
Biyoloji Anabilim Dah
Adiyaman Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Subat 2024
Damisman: Prof. Dr. Mustafa COSKUN

Sunulan caligmada, Galleria mellonella larvalarinda kullanilan yeni bir butenoid
insektisit olan Flupyradifurone'un (FLU), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT)
enzimleri ile malondialdehit (MDA), protein, karbonhidrat, lipit miktar: tizerindeki etkileri
incelenerek, zararlhilarla miicadelede hedeflenen organizmadaki kimyasal ve fizyolojik
siiregclerin nasil etkilendiginin belirlenmesi amaglanmistir. Flupyradifurone'un farkl
konsantrasyonlar1 (10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml), son larva evresindeki boceklere enjekte
edilmistir. Bocekler, belirli periyotlarda (4 ve 24 saat) alinip tartilarak, -80 °C'de
biyokimyasal analizler yapilana kadar bekletilmistir. Dort saatlik veriler incelendiginde
uygulanan tiim dozlarda SOD aktivitesi kontrol grubuna gére azalmistir. 24 saatlik veriler
incelendiginde 10, 25, 50, 75 pg/ml flupyradifurone uygulanan gruplarda SOD aktivitesi
artig gostermistir. Dort saatlik ve yirmi dort saatlik CAT verileri incelendiginde uygulanan
biitiin dozlarin aralarinda anlamli bir farkliik bulunmamustir. 4 saatlik veriler
incelendiginde uygulanan tiim dozlarda MDA miktar1 artis gdstermistir. Yapilan analizler,
G. mellonella larvalarinin antioksidan savunma mekanizmalarmin etkinlestigini, ROT
homeostazisinin bozuldugunu ve lipit peroksidasyonuna yol actigini gdstermektedir.
Bulgular, larvalarin FLU'ya kars1 gosterdigi antioksidan stres tepkisi ve detoksifikasyon
mekanizmalar1 hakkindaki bilgimizi derinlestirirken, gelecekteki hedef disi toksikoloji
aragtirmalarinin énemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Flupyradifurone; Malondialdehit; Galleria mellonella.




ABSTRACT

EFFECTS OF FLUPYRADIFURONE INDUCED OXIDATIVE STRESS IN
GREATER WAX MOTH

Yasin ALATAS
Department of Biyology
Adiyaman University, Graduate Education Institue, February, 2024
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa COSKUN

In the presented study, the effects of Flupyradifurone (FLU), a novel butenoid
insecticide used in Galleria mellonella larvae, on the enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and the amount of malondialdehyde (MDA), protein,
carbohydrate, lipid were investigated. The aim was to determine how chemical and
physiological processes in the targeted organism for pest control were affected. Different
concentrations of Flupyradifurone (10, 25, 50, 75, and 100 pg/ml) were injected into
insects in the final larval stage. The insects were weighed at specific intervals (4 and 24
hours) and stored at -80°C until biochemical analyses were performed. Upon examining
the data from four hours, SOD activity decreased in all applied doses compared to the
control group. In the 24-hour data, SOD activity increased in groups treated with 10, 25,
50, and 75 pg/ml of flupyradifurone. When the four hour and twenty-four hour CAT data
were examined, no significant difference was found among the administered doses. MDA
levels increased in all applied doses when examining the four hour data. The analyses
conducted show that the antioxidant defense mechanisms of G. mellonella larvae are
activated, ROS homeostasis is disrupted, and it leads to lipid peroxidation.The findings
deepen our understanding of the antioxidant stress response and detoxification mechanisms
exhibited by larvae against FLU, emphasizing the importance of future non-target toxicity
research.

Keywords: Flupyradifurone; Malondialdehyde; Galleria mellonella.




TESEKKUR

Yapmis oldugum g¢alismada danismanligimi yapan, akademik kariyerimde benimle
birlikte ilerleyen, her konuda bana rehberlik eden, insani ve ahlaki degerleriyle 6rnek
aldigim kiymetli danismanim Sayin Prof. Dr. Mustafa COSKUN'a ¢ok tesekkiir ederim.
Edindigim bilgi ve deneyimlerle gorev yaptigim milli egitim okullarinda 6grencilerime
daha etkili bir sekilde katki saglayabilecegime olan inancim tamdir.

Zorlu pandemi doneminde ve sonrasinda meydana gelen deprem siirecinde yiiksek
lisans egitimime devam etme konusunda her zaman yanimda olan sevgili esim, hayat

arkadasim Feride ALATAS a tesekkiir ederim.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu calisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu g¢alismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigin1 ve higbir
sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki

ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Diinya saglik orgiitii (WHO) gida, tarimsal driinler, hayvan yemleri ve orman
tiriinlerinde bulunan insan ve hayvanlarda hastalik olusturabilecek zararli organizmalari
ortamdan uzaklastirmak, kontrol etmek ve oldiirmek amaciyla kullanilan kimyasallar
pestisit olarak isimlendirmistir [1,2]. Bu kimyasallar dogru doz ve zamanda
kullanildiklarinda olumlu anlamda etki gdsterirken yanlis dozlarda kullanildiklarinda hem
cevreye hemde hedef organizma disinda kalan canlilara zarar verebilmektedir [3].

Pestisitler dogay1 kirleterek insan ve insan disinda kalan diger canlilar1 olumsuz
etkilemekte akut ve kronik rahatsizliklara neden olabilmektedir [4,5]. Bocegi kontrol
etmek icin kullanilan bir pestisit, insektisit olarak adlandirilir. Akarisitler, akarlari, afisitler,
yaprak bitlerini ve algisitler ise algleri ortadan kaldirmak amaciyla kullanilan
insektisitlerdir [1].

Onciier 1995 yilinda yapti§i arastirmada pestisitleri asagida belirtildigi gibi
siiflandirmistir [6].

e Afisit (yaprak bitlerini 6ldiiren)

o Bakterisit (bakterileri 6ldiiren)

e Akarisit (akarlar1 6ldiiren)

e Herbisit (otlar1 6ldiiren)

e Insektisit (bdcek dldiiren)

e Rodentisit (kemirgenleri 6ldiiren)

e Algisit (algleri 6ldiiren)

e Fungusit (funguslari dldiiren)

e Mollussitit (yumusakcalari 6ldiiren)

e Avisit (kusglart 61diiren)

e Nematosit (nematodlar1 6ldiiren)



M insektisitler
m fungisitler
m herbisitler

diger

Sekil 1.1. Pestisitlerin diinyadaki dagilim yiizdesi [7]

Insektisitler, zararli bocekleri dldiirmek veya kontrol etmek amaciyla cesitli etki
mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalar genellikle sinir sistemini, kas fonksiyonlarin
veya metabolizmay1 hedef alir. insektisitler, tarim ve hayvancilik sektorlerinde zararli
boceklerin kontrolii, hastalik tasiyan vektorlerin azaltilmasi ve depolama kosullarinin
iyilestirilmesi gibi gesitli alanlarda kullanilir. Insektisitler, diinya genelinde tarim ve halk
sagligi alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Sentetik yapili organik
insektisitler; Organokloridler, Organofosfatlar, Karbamatlar, Piretroidler, Neonikotinoidler

olmak iizere c¢esitlere ayrilir [8].

1.1. Neonikotenoit insektisitler

Neonikotenoit pestisitler, Shell Biyolojik Arastirma Merkezi'nde 1970'lerin
baslarinda Kaliforniya Modesto'da tesadiifen yapilan bir calismada, kursun bilesikleri
tizerinde kesfedilmistir [9]. Bu insektisitler 1980'lerde tiretildi ve ticari olarak kullanilmaya
1990'arin  baslarinda basland1 [10]. Klotiyanid, nitiazin, tiametoksam, tiyakloprid,
asetamiprid, nitenpiram ve imidakloprid (en yaygin kullanilan) kullanilan
neonikotenoitlerdendir [11,12]. Neonikotinoidler, insektisit etki gosteren ve nikotinik
asetilkolin reseptorii (nAChR'ler) {izerine ndrotoksisite ile etkilesen kimyasallardir. Bu
maddeler, insektisitlerin merkezi sinir sisteminde sinyal iletimini bloke eden ¢ok spesifik

bir etki mekanizmasina sahiptirler [13].



Neonikotinoidlerin en etkili oldugu durum zararli canlilarin merkezi sinir sistemidir.
Nikotinik asetilkolin reseptorlerinin agonistleri seklinde islev goren kimyasallardir. Bu
maddeler, asetilkolin ile benzer ozelliklere sahiptir; miktar1 az olan yogunluklarda sinir
uyarimini arttirirken, miktar1 fazla olan yogunluklarda kasilmalara, reseptor inhibisyonuna
ve nihayetinde yasamsal faaliyetleri tehlikeye diisiirebilecek durumlara neden olabilirler.
Neonikotinoidler, omurgali canlilarda (memeliler, siirlingenler vb.) diisiik diizeyde zararl
olma egilimine sahiptir. Bu, neonikotinoidlerin omurgali canlilardaki ilgili reseptorlere
kars1 diisiik hassasiyeti saglayan bocek ve omurgali hayvanlarin nikotinik asetilkolin
reseptorlerinin yap1 ve isleyisindeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir [14,15].

Neonikotinoidlerin arilar, omurgalilar ve insanlarda olumsuz etkilerine dair artan
endiseler bulunmaktadir. Bu endiselerin yani sira, bu insektisitlerin ana bilesikleri ve
bunlarin metabolitlerinin ¢evreye ve besin zincirine aktarilabilir olmasi, neonikotinoidlerin
kullanimiyla ilgili siipheleri de beraberinde getirmektedir [16,17]. Kanada'da 2015 yilinda,
cevreye ve bal arilarma verdigi tahribat sebebiyle biitiin neonikotinoidlerin kullanimi
yasaklanmistir. 2018'de, Avrupa Birligi'nde klotianidin ve tiametoksamin kullanimi
yasaklanmis, imidakloprid ise yasaklanma siirecine alinmistir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde baz1 eyaletlerde neonikotinoid kullanimina sinirlamalar getirilmis olmasina
ragmen, halen baz1 bolgelerde neonikotinoidlerin kullanimi devam etmektedir. Tiirkiye’de
Imidakloprid, tiakloprid ve tiametoksam ¢esitli simirlamalar getirilmistir. Asetamiprid

kullanimina izin verilmis, ancak klotianidin kullanim1 yasaklanmigtir [18,19].

1.2. Flupyradifurone’un Ozellikleri

Flupyradifurone(FLU), butenolid insektisit sinifinin ilk tiyesidir[20]. Bu reseptorlere
geri doniisiimlii olarak baglanir ve iyon kanallarinin devamli acik kalmasini saglayarak
aksonun kontrolsiiz olarak uyarilmasini saglar[20,21]. Flupyradifurone etkisini gosterirken
yap1 ve islevsel olarak diger neonikotinoidlerden farklilik gosterir [22]. Flupyradifurone,
neonikotinoidlerinde dahil oldugu diger kimyasal siniflara direngli birgok emici zararh
tizerinde kontrol sagladigi bildirilmistir [23]. Bu nedenden dolayr Flupyradifurone
gilinlimiizde bir¢ok bitki ve boceklere karsi kullanimi giin gectikce artmaktadir.

Yapilan son c¢aligmalar Flupyradifurone’un bal arilarinda larva omriinii azalttigi,
gorme ve koku yeteneklerinde azalmaya sebep oldugu gosterilmistir [27]. Arilar
Flupyradifurone’a polen, nektar veya dogrudan temas yolu ile maruz kalabilirler [24].

Flupyradifurone’un fungusitlerle birlestirilerek kullanilmasi bal arilarinda (Apis mellifera )
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letal ve subletal etkilere neden oldugu, arilarin hayatta kalma yeteneklerinin azaltigi
bildirilmistir [25].

Flupyradifurone’un uygulanmasindan sonra kovan i¢i ve disindaki arilar
Flupyradifurone ile temas etmis nektar1 2 hafta boyunca tiiketebilir ve iiretilen balin
Flupyradifurone bulundurma siiresi 5 aya kadar g¢ikmaktadir [26]. Flupyradifurone
ozellikle beyaz sinekler ve yaprak bitleri olmak iizere emici boceklere karsi oldukga
etkilidir [28]. Flupyradifurone’un bal arilart igin glivenli oldugu [29] diger
neonikotenoitlere oranla bazi emici zararlilarla miicadelede etkili oldugu gosterilmistir
[30].

Flupyradifurone’un  arillarin ~ davramigsal ~ Ozelliklerine  etkisi ~ vardir.
Flupyradifurone’a maruz kalan arilar kovanin diginda intihar davranigi sergiledigi [31]
arilarin erken yiyecek arama davranisi gosterdigi [32] arilarin ugus yeteneklerini bozdugu
[33] ayrica Flupyradifurone’un yiiksek konsantrasyonlarinda arilarin tat alma duyarliligi ve

koku alma duyusuna zarar vermistir [34].

O

X

Cl

F
Sekil 1.2. Flupyradifurone kimyasal yapisi

1.3. Antioksidan Enzimler

Antioksidanlar, hiicrede stirekli olarak iiretilen serbest radikallerin neden oldugu
oksidatif stresi azaltabilen ve bdylece hiicre hasarmi Onleyebilen kritik maddelerdir
[35,36,37]. Antioksidanlar, hiicre metabolizmasinin normal siire¢lerinde olusan oldukga
zararl birtakim serbest radikalleri ortadan kaldirarak hiicreyi koruyucu bir etki gosterirler
[38].

Bu maddeler, zararli radikalleri temizleyip hiicrede olusan hasar1 Onleyebilirler.

Insanlarda var olan bu maddeler, viicutta kendiliginden iiretilebildigi gibi disaridan da
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takviye seklinde alinabilirler. Endojen ve eksojen antioksidanlar, siipiiriicii olarak ¢aligirlar
ve zararli radikallerin temizlenmesinde gorev alarak savunma sistemini gii¢lendirir ve bu
sekilde hastalik riskini azaltirlar [39]. Antioksidan enzimler, etkilerini ya reaktif oksijen
tiirlerini (ROT) dogrudan ortadan kaldirarak ya da enzimatik olmayan bir antioksidan
treterek iki ayr1 sekilde gosterebilirler [40]. Endojen antioksidanlar; enzimatik
antioksidanlar ve nonenzimatik antioksidanlar olarak siniflandirilir. Enzimatik antioksidan
olarak, glutatyon peroksidaz(GPx), glutatyon rediiktaz(GR), siiperoksit dismutaz(SOD) ve
katalaz(CAT) ; nonenzimatik antioksidan olarak, albumin, koenzim Q10, trik asit,

selenyum, melatonin, glutatyon, transferrin bulunur [41,42].

1.3.1. Siiperoksit dismutaz

Hiicreye zararli etkileri olan reaktif oksijen tiirlerine karsi ilk engellemeyi
Siiperoksit dismutaz gergeklestirir [43,44]. Siiperoksit dismutaz enzimi antioksidan olarak
gdrev yapar ve siiperoksit radikalini (O?-) hidrojen peroksit (H20,) ve molekiiler oksijene
(O,) katalizler. Daha sonra hidrojen peroksit = katalaz yada GPx gibi enzimler araciligiyla
H,O ve O, ye doniistiiriiliir [46]. Insanlarda siiperoksit dismutaz’in farkli formlari
bulunmaktadir. Sitozolde bulunan form g¢inko (Zn) ve bakir (Cu) igerir. Mitokondride
bulunan form mangenez (Mn) bulundurur. Son olarak Hiicre dis1 ortamlarda bulunan SOD
formu bulunur [44,45].

SOD
O, —+2H+ —> H, 0, + O, (11)

1.3.2. Katalaz

Katalaz dort protein alt birimden olusur ve her bir alt birim bir hem grubu ve bir
NADPH molekiilii igerir [45,46]. Katalaz enzimi SOD faaliyeti sonucu olusan H,0,’ yi
H,O ve Oy’ye doniistiiriir [47]. H,O, radikal 6zellik gostermemesine ragmen Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikali olusturmasi en reaktif oksijen tiirli haline gelmesine neden

olabilir [48,49].

CAT
2H, 0O, + 0O, e 2H; 0] + 0O,

(1.2)



Fenton reaksiyonu

Fe*? + H,0, —>Fe™ + OH " + OH’ (1.3)

1.4. Malondialdehit

Dokulart olusturan saglikli hiicrelerde optimum oranda gerceklesen lipid
peroksidasyonu diizeyinin serbest oksijen radikallerinin etkisi ile yiikselmesi
ksenobiyotiklerin meydana getirdigi doku deformasyonun kaniti olarak kullanilabilir. Lipid
peroksidasyonu hiicresel membranlarda bulunan lipid molekiillerinin, ROT veya serbest
radikaller tarafindan oksitlenmesi siirecidir. Bu siirecin sonucu ise malondialdehidtir [50].
Bu madde hiicrede protein ve DNA gibi yapisal molekiillere zarar vererek hiicrenin
gorevini yapmasini engelleyen sitotoksit bir maddedir [51].

Malondialdehit'in lipid peroksidasyon arasindaki oldukg¢a giiglii bir korelasyon
iligkisi bulunmaktadir. Bu durum ¢apraz baglanma ve polimerlerin olusumunu artmasina
sebep olur. Bununla birlikte hiicre zar1 gecirgenligi, enzim aktivitesi ve hiicre yiizey
bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran o&zelliklerinde degisikliklere neden
olabilir. Serbest radikal reaksiyonlari, immiin sistem hiicreleri arasinda yer alan nétrofil,
makrofaj gibi savunma mekanizmalari i¢in onemlidir. Ancak serbest radikallerin asiri

tiretimi doku hasari ve hiicre 6liimii ile sonuglanabilir [52,53].

1.5. Galleria mellonella

Galleria mellonella, Lepidoptera takimina ait bir tirdir ve ayni zamanda
holometabol bir bocek olarak bilinir. Bu tiir yumurta evresi , larva evresi , pupa evresi ve
ergin evre olmak iizere dort farkli evreyi iceren bir yasam dongiisiine sahiptir [54].

G. mellonella, hizli biiylime, yiiksek dogurganlik, kiigiik boyutu ve kisa yasam
dongiisi gibi 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle uygun bir deney model organizmasi olarak
kabul edilir. Ayrica, larvalarin giiglii bagisiklik savunmasi, bu organizmayr memeli
bagisiklik modellerine benzer kilar. Bu 6zellikleri sayesinde, zararlilarin larvalar {izerine

yapilan ¢alismalarin arttig1 bir model organizma olarak 6nem kazanmaktadir [55,56].



G. mellonella’nin taksonomik durumu asagida gosterilmistir:

e Alem: Animalia

e Sube: Arthropoda

e Smif: Insecta

e Takim: Lepidoptera

e Ustfamilya: Pyraloidea

e Familya: Pyralidae

e Altfamilya: Galleriinae

e Cins: Galleria (Fabricius, 1798)

e Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Zararli organizmanin olgun evresi, kovanin ¢atlaklarina ve yariklarina yumurtalarini
kiime halinde birakir. Yumurtalar; gozle goriilemeyecek kadar minik boyutta, krem-beyaz
tonlarinda, 0,45 mm boyutunda ve 0,028 mg agirhigindadir. Yumurtalarin yasamini
stirdiirebilmesi i¢in ortam sicakligimin 9 °C' nin altina diismemesi gerekmektedir. Larvalar,
krem renkte olup bal peteklerinde tiineller acarak beslenirler. Larva evresinin gelisimi, 15
°C'nin altinda durur ve en uygun sicaklik araligi1 29-35 °C'dir. Larvalar ilerledik¢e kozalar
Orer ve prepupa evresine gecer. Prepupa evresinden sonra pupa evresine gecis yaparlar.
Pupa evresinden sonra ergin bireyler meydana gelir. Olusan ergin bireyler, kahverengi-gri
renkte olup disiler 1-3 hafta, erkekler ise 2-4 hafta arasinda yasarlar. Ergin disiler, pupa
evresinin sona ermesinden sonra 4-10 giin iginde yumurtlamaya baglarlar. G. mellonella,

ergin evresinde beslenmez ve bu nedenle arilarin olusturdugu balmumlarina zarar vermez

[57,58].



Gorsel 1.1. Galleria mellonella



2. ONCEKI CALISMALAR

Huang vd. (2022), Sucul eklem bacaklilar tiirler i¢in Flupyradifurone akut ve kronik
toksisik etkileri degerlendirilmis ve bu sonuglar imidacloprid ile karsilastirilmistir.
Flupyradifurone toksisite mekanizmalarim1 anlamak i¢in Cloeon dipterum, Gammarus
pulex ve Asellus aquaticus sucul artropod tiirleri kullamilmistir. Calismada
Flupyradifurone’un model organizmalar tarafindan daha yavas aldigim1 ve hizlica
metabolize edildigi belirtilmistir. Bununla birlikte LC50 degerinin ise imidacloprid’e gore
37 kat yiiksek oldugu ortaya konmustur [59].

Dere vd. (2015), Azadiraktin(AZA) etkisi altindaki Bal mumu giivesi iizerindeki bir
calismada, farkli konsantrasyonlarda (0,5, 1, 1.5, 2 ve 3 pg/larva) yapilan dozlama
sonucunda, 3 pg/larva dozu disindaki denenen dozlarda, uygulamadan bir ve 3 giin
sonunda siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinde bir azalma tespit edilmistir [60].

Dere vd. (2015), G. mellonella larvalarinin beslenme isleminden 24 saat sonra,
Azadiraktin ile beslenen larvalarin 1- 2 pg/larva dozlarinda katalaz enzim aktivitesinde
belirgin bir diisiis tespit edilmistir. Fakat, ii¢ giinliik bir silire sonrasinda, Azadiraktin
icermeyen besinle beslenen grupla karsilastirildiginda, 0.5 pg/larva dozu haricindeki tiim
dozlarda katalaz enzim aktivitesinde artma gozlemlenmistir [61].

Sugecti, S. (2021), Escherichia coli bakterilerinin oksidatif etkilerinin model
organizma G. mellonella tizerinde gosterilmesi amaglanmis olup, aspartat transferaz, alanin
transferaz ve laktat dehidrogenaz’in hiicre hasar gostergesi olarak E.coli enfeksiyonundan
8 saat sonra arttig1 bildirilmistir. Ayni ¢alismada E. coli enfeksiyonu sonrasinda enzimatik
olmayan antioksidanlar olan iirik asit, bilirubin ve albumin miktarlar1 artarken, toplam
protein miktar1 etkilenmedigi ortaya konmustur. Ortaya ¢ikan oksidatif stresin kaynaginin
E.coli oldugu belirtilmistir [62].

Wang vd. (2020), Flupyradifurone direncinin incelendigi caligmada, Bemisia
tabaci'nin laboratuvar kosullarinda 24 jenerasyon boyunca Flupyradifurone ile beslenmis
ve bu tiirde direngli bireyler elde edilmistir. Yapilan ¢alismada, direncgli bireylerin LC50
degeri, direng gelistirmemis bireylere gore 105.56 kat daha yiiksek ¢ikmigtir. Metabolik
enzim testleri, Flupyradifurone’a karsi gelisen direncin, glutatyon S-transferaz (GST) ve
P450 monooksijenaz aracilifiyla detoksifikasyon siirecinde artis gostermis olabilecegini
One stirmiistiir. Bahsedilen enzim aktivitelerinde belirgin bir artis gézlemlenmistir [63].

Wu vd. (2021), Flupyradifurone etkisi altindaki arilarin hareket ve davranig

ozellikleri incelenmistir. Sonug¢ olarak 4 ppm Flupyradifurone ve siikroz ile beslenen
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arilarin besin alma istekleri azalmistir. Bundan dolay1r %16 daha az nektar tiikketmistir.
Bununla birlikte, arillarin davranis 6zelliklerinde 6nemli bir degisim olmamustir. Yapilan
caligmada ayrica, insektisitin gen ekspresyonunu da 6nemli Ol¢iide degistirdigi ve bu
degisikliklerin bazilarinin koku alma o6grenme eksiklikleriyle iligkili olabilecegi One
stirilmiistiir [64].

Harwood vd. (2022), Flupyradifurone ve klotianidinin bal arilarindaki viral
enfeksiyona karsi miicadele yetenegini arastirmislardir. Arastirmada, Flupyradifurone'un
yiiksek Oliimlere neden oldugu ancak virlis kaynakli 6liimleri artirmadigi tespit edilmistir
[65].

Scheibli vd. (2023), Yararli eklem bacakli Chrysoperla carnea larvalar iizerinde
Flupyradifurone’un lethal ve subletal etkileri arastirilmistir. Arastiricilar tarafindan agiz
yoluyla alinan farkli dozlardaki Flupyradifurone’un bireylerin hareket ve ugus performansi
tizerine olan etkileri ile 6liim oranina bakilmistir. Sonug olarak, Flupyradifurone larvalarin
yasam siiresini etkilemis olup s6z konusu pestisitin bocek faunasi ve gevre icin biiyiik bir
tehdit olusturabilecegi belirtilmistir [66].

Ahmed vd. (2020), Flupyradifurone’un sivrisinekler iizerine Culex quinquefasciatus
kontrol stratejileri arastirilmistir. Calismada bircok insektisit kullanilmis olup ayni
zamanda insektisitlerin sinerjik etkilerine de bakilmistir. Flupyradifurone, test edilen
pestisitler arasinda en yiiksek etkinligi gostermis olup Piperonyl butoxide, chlordimeform
ve amitrazin ile birlikte verildiginde toksik etkileri artmistir. Flupyradifurone’un
gelecekteki sivrisinek kontrol programlarinda umut verici bir bilesen oldugu belirtilmistir
[67].

Hesselbach vd. (2018), Flupyradifurone’un polen ve nektar toplayan bal arilarinin
tat ve 0grenme performansini azaltabilecegi belirtilmistir. Bu durumun sadece en yiiksek
konsantrasyonda gergeklestigi vurgulanmistir. Dogal ortamlarda biiyiik olasilikla bal
arilarinin bu yiiksek konsantrasyonlara maruz kalmayacaklar1 belirtilmis olup pestisitin
uygun kullanimin incelenen davraniglar agisindan bal arilar i¢in kabul edilebilir seviyede
oldugu belirtilmistir [68].

Cakir vd. (2023), G. mellonella son evre larvalarina degisik konsantrasyonlarda
(0.25-32 mg ml-1) verilen Zebularin(ZEB)’in antioksidan enzim aktivitesine ve lipit
peroksidasyonuna etkileri analiz edilmistir. ZEB enjeksiyonu, sonrasinda G. mellonella
larvalarinda katalaz ve glutatyon S-transferaz aktivitelerinde kontrol gurubuna oranla bir

degisiklik belirlenmedigi bununla birlikte siiperoksit dismutaz aktivitesinde 1 ppm ve {istii
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dozlarda enzim aktivitesinde azalmaya neden oldugu belirtilmistir. Lipid peroksidasyonu
sonucu olusan malondialdehit miktarinda 16 ppm ve iistii dozda artis belirlenmistir [69].

Kazek vd. (2020), Conidiobolus coronatus enfeksiyonu’nun biiyiik bal mumu giivesi
G. mellonella'da bagisiklik sistemi, oksidatif stres siiregleri ve otofaji lizerindeki etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. Sonuglar, Mantar enfeksiyonunun, larvanin bagisiklik
hiicrelerindeki hiicre iskeletinin bozulmasina ve oksidatif savunma siireclerinin artmasina
neden oldugu bulunmustur. Hemositlerde lipit peroksidasyonu ve otofajinin de
indiikklendigi gozlenmistir. Bulgularimiz G. mellonella'nin bagisiklik mekanizmalarini
arastirmak i¢in ideal bir model oldugunu gostermistir [70].

Fekry vd. (2023), Endofit mantarlarin G. mellonella’nin fizyolojik tepkileri
tizerindeki etkisini arastirmak amaciyla olup, Bazi parametrelerin analizlerinde
Aspergillus nidulans, Aspergillus flavus ve Aspergillus niger filtratindan etkilendigi
kaydedilmistir. Mantar suslar1 ile muamele edilen G. mellonella larvalarinin aspartat amino
transferaz(GOT) aktivitesinde gozle goriiliir bir azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir. A.
nidulans'in sublethal konsantrasyonlar1 3. giinde Asit fosfataz( ACP) enzim aktivitesinde
en yiiksek artist meydana getirdigi tespit edilmis. A. niger, Alkelen fosfataz(ALP)
aktivitelerinin kademeli olarak artmasina neden oldugu bildirilmistir [71].

Dogan vd. (2023), Agrimonia eupatoria L.min toplam fenolik bilesik ve flavonoid
iceriginin antioksidan ozellikleriyle iligkilendirilmesi ve baz1 mineral elementlerin (Na, K,
Ca, Mg, P) belirlenmesi amaclanmistir Ekstraktin antioksidan kapasitesi test edilmistir ve
sonuglara gore; A. eupatoria'nin antioksidan igerigi yiikksek bulundugu belirtilmistir.. Ayni
zamanda A. eupatoria'nin toksik etkisi de arastirilmistir. Bu amagla, G. mellonella'nin larva
evresi model organizmasi olarak secilmistir. Toksik etkileri arastirmak amaciyla oksidatif
stres parametreleri (SOD, CAT, GST, GPx, MDA) ve asetilkolin esteraz(AChE) aktivitesi
Olciilmiis ve 24, 48 ve 72. saatte uygulanan dozlarda ise herhangi bir zararli etki
gozlemlenmedigi bildirilmistir [72].

Erbas vd. (2021), Onemli bir fitokimyasal bilesik olan juglonun neden oldugu
oksidatif stres degisiklikleri G. mellonella larvalarinda arastirilmistir. Juglona maruz
birakilan son evre G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki antioksidan enzim
aktiviteleri (SOD, CAT ve GST) ve Malondialdehit diizeyi, kontrol larvalariyla
karsilastirildiginda doza bagl olarak degistigi belirtilmistir. Ancak juglon uygulanan ve

uygulanmayan larvalarda, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik
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tespit edilmemistir. Sonug¢ olarak, juglonun model ve zararli bocek G. mellonella igin
toksik oldugu sonucu bildirilmistir [73].

Rehab vd. (2021), Bahge tuzu (Lepidium sativum) tohumlarinin metanol ekstraktinin
Biiylik bal mum giivesine toksisitesi ve biyokimyasal etkisi laboratuvar kosullarinda
degerlendirilmesi amaglanmistir. Sonuglar, bahge tuzu 6ziitiiniin G. mellonella'’nin 5. evre
larvalar1 tizerindeki toksik etkisinin 24 saat sonra %1.15 (LC50) oldugunu ortaya ¢ikardigi
bildirilmistir. Bu durumun kutikula tabakalarinda, yag dokularinda ve kaslarda daha fazla
histopatolojik degisikliklere neden oldugu belirtilmistir [74].

Xu vd. (2021), Cinko oksit nanopargaciklarmin (ZnO-NPs) in vivo antifungal
aktivitesi konusunda degerlendirmesi amaglanmistir. Bu ¢aligmanin bir diger amaci da, G.
mellonella omurgasizinda Candida albicans't kontrol etme etkinligini ve mekanizmasini
incelenmesidir. Sonu¢ olarak ZnO-NP arastirmasi hemosit yogunlugunun artigini
gostermedigi, Hemosit agregasyonunu tesvik ettigini, hemosit fagositosisini
giiclendirdigini ve larvalarda peroksidaz(PO) aktivitesini aktive ettigi bildirilmistir [75].

Eskin vd. (2022), Cinko Oksit Nanopargaciklarmnin farkli dozlari (100, 500, 1000,
3000 ve 5000 ppm), Biiyilk Mum Giivesi G. mellonella'nin (Lepidoptera: Pyralidae)
toplam hemosit sayist ve hemosit bagisiklik tepkileri tizerindeki etkilerinin incelenmesi
amaclanmigtir. NP'lerin 1000, 3000 ve 5000 ppm dozlarinda hemosit sayisinda bir
azalmaya neden oldugunu belirtilmistir [76].

Tuncsoy vd. (2021), Model organizma G. mellonella larvalarinda Titanyum dioksit
nanopatikiillerinin (TiO, NPS) antioksidan savunma sistemi iizerindeki toksik etkilerini
belirlemek i¢in katalaz, sliperoksit dismutaz , glutatyon peroksidaz ve glutatyon-s-
transferaz T enzim aktivitelerine, norotoksik etkilerini belirlemek i¢in AChE aktivitesine
ve bagisiklik sistemine olan etkilerini belirlemek i¢in toplam hemosit sayisina (THC)
odaklanildig1 belirtilmistir. Calismalar sonucunda Titanyumun (Ti) biiylik miktarlarinin
Malpighian tiipler araciligiyla elimine edildigi belirlenmistir. Ayrica, G. mellonella'da
farkli konsantrasyonlardaki TiO, NPs, reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden oldugu
ve antioksidan enzimlerde bir artisa yol agtigi bulunmustur [77].

Liao vd. (2021), Entomopatojen bakterilerin G. mellonella larvalarinda  Siiperoksit
dismutaz, Peroksidaz ve katalaz aktiviteleri ile orta bagirsak dokularinin morfolojisi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonug olarak, entomopatojen bakteri Enterobacter
cloacae'den alinan bocek Oldiiriicii proteinler enjekte edildiginde, ii¢ enzimin

aktivitelerinin baslangigta bir sekilde arttig1 ve ardindan azaldigi tespit edilmistir. Ayrica,
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mikroskopi analizi, konak orta bagirsak dokusunun bocek dldiiriicti proteinleri alindiktan
sonra dokularin, hiicrelerin ve organelllerin tiimiiniin yapisinin bozuldugu belirtilmigtir
[78].

Ercan vd. (2022), Ecballium. elaterium (L.) A. Rich. (Cucurbitaceae) meyve 06ziiti,
iyi bir model organizma olarak bilinen G. mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalari
tizerindeki toksik etkisi belirlenmis ve antioksidan enzim aktiviteleri ile lipid
peroksidasyonu iizerindeki etkisi ortaya konulmustur. Meyve 0ziitii konsantrasyonunun
artmasiyla SOD, CAT, GST, GPx, GR ve AChE aktivitelerinde azalmaya ve MDA

seviyelerinde artisa neden oldugu belirtilmistir [79].

13



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Galleria mellonella’nin gelistirilmesi

Yapilan arastirmada G. mellonella bocek kiiltiiriiniin  yetistirilmesinde karanlik
ortamda 30+2 °C ve % 60 +5 bagil nem sartlarinda Bronskill [80] tarafindan gelistirilen
yapay besin kullanildu.

Son evredeki larvalar, 15 dakika siiresince buz tzerince tutuldu. Siire sonunda
hareket kabiliyeti azalan son evre larvalara Flupyradifurone'un farkli konsantrasyonlari
(10, 25, 50, 75 ve 100 pg/ml) hamilton enjektorii yardimi ile 10 pl enjekte edildi.
Enjeksiyon larvalarin son boliimiindeki bacagin kaidesine yapildi. Her bir doz igin bes
tekrar yapildi. Bocekler, belirli periyotlarda (4 ve 24 saat) alinip agirlik 6l¢timleri yapilarak
-80 °C'de biyokimyasal analizleri yapilana kadar bekletildi.

Flupyradifurone'un farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi larvalar karbonhidrat,

lipit, protein miktar1 tayini,enzim ve malondialdehit analizleri ¢alisilmak tizere hazirlandi.

3.1.2. Boceklerin homejenizasyonu

Analiz islemleri i¢in G. mellonella -80 °C'de depolanan bireyleri kullanildi.
Uzerlerine melanizasyonu 6nlemek icin birkag fenil tioiire kristali eklendikten sonra 1’e 5
oraninda homojenize edildi. Islem sirasinda ultra turrax ile 24,000 devir/dak hizinda 2
dakika boyunca pargalama islemi gergeklestirildi. Her 5 pargalamada ultra turrax bistile su
ile temizlendi. Homojenizasyon tamamlandiktan sonra tiipler 10,000 devir/dak hzinda 30

dakika boyunca santrifiij edildi. Tiiplerde olusan siipernatantlar analiz iglemleri icin
kullanildi.
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Gorsel 3.1. Bocek homojenizasyonu

3.1.3. Protein miktar tayini

Protein miktarinin belirlenmesinde, Lowry ve arkadaslarimin [81] gelistirdigi
yontem kullanilmigtir. Protein miktarim1 saptamak igin, standart olarak Sigir Serum
Albumin ¢6zeltisi kullanilda.

Protein diizeyi tayini i¢in standart egrisi olusturuldu. Standart egrisi ig¢in %1 lik
bovine serum albumin ¢ozeltisinden seyreltme yontemi ile 100, 200, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 pw/ml bovine serum albumin igeren ¢ozeltiler hazirlandi. Protein
miktarlariin tespiti i¢in 6rnek sayisi kadar tiip alindi ve her biri numaralandirildi.

Ornekler protein miktari1  belirlemek amaciyla alimmistir. Bu  6rnekler,
homojenizator kullanilarak bire bes oraninda fosfat tamponu (pH 7.4) ile karistirilip
homojenize edildi. Homojenizasyon islemi sonrasinda tiipler, 10000 devir/dakika hizinda
30 dakika boyunca santrifiijde bekletildi.

Tiiplerde meydana gelen silipernatanttan 0.3 ml 6rnek alindi. Bu 6rnege ¢ozelti C
eklenerek karisgim, 15 dakika boyunca oda sicakliginda bekletildi ve sonrasinda 0.3 ml
Folin-ciocalteu ayirac1 eklenmistir. Bu asamadan sonra, 750 nm dalga boyunda absorban
degerleri ol¢lilmiistiir.

Serum albiimin (Sigma; A2153) kullanilarak standart degerler belirlenmistir. Toplam
protein miktari, Lowry ve ark. tarafindan gelistirilen yontem kullanilarak tespit edilmistir

[81].
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Gorsel 3.2. Protein miktarinin spektrofotometrede él¢iilmesi
3.1.4. Katalaz aktivitesinin belirlenmesi

Katalaz aktivitesinin belirlenmesinde Aebi tarafindan gelistirilen metod [82]
kullanildi.

CAT tayini icin biri érnek digeri kor olmak {izere iki kiivet alindi. Ornek kiivetine
2.8 ml 30 mM H,0, ve 0.2 ml ornek eklendi. Kor kiivetine 2.8 ml H,O, ve 0.2 ml 50 mM
fosfat tamponu eklendi. Kiivetler sirasi ile 2 sn karistirilip spektrofotometrede 240 nm
dalga boyunda okundu. Sifirinci saniye, otuzuncu saniye ve altmisincit saniyedeki
absorbans degerleri kayit edildi.

Kor : 2.8 ml H,O, + 0.2 ml fosfat tamponu

Ornek: 2.8 ml H,O, + 0.2 ml 6rnek

3.1.5. Malondialdehit aktivitesinin belirlenmesi

MDA aktivitesinin belirlenmesinde Barr-Or vd. [83] metodu kullanilmustir.

Bes gram trikloroasetik asit(TCA) tartildi ve iizerine bidistile su eklenerek hacmi 25
ml olacak sekilde tamamlandi. Boylece %20°lik TCA ¢ozeltisi hazirlanmis oldu benzer bir
sekilde %0.8” lik tiyobarbitiirik asit ¢ozeltisi hazirland1 bunun i¢in 8 gram tiyobarbitiirik
asit (TBA) tartildi, tizerine bidistile su eklenerek son hacmi 1000 ml olacak sekilde
tamamlandi. Boylece deneyde kullanilacak ¢ozeltiler hazirlanmis oldu.

Homojenizasyon sonucu olusturulan ¢ézeltiden 0.25 ml 6rnek alind1 ve tizerine 0.125
ml TCA eklenerek vortex ile homojen bir sekilde karigtirilarak malondialdehit tayini i¢in
hazirlandi. Elde edilen ornek, +4°C sicaklikta 15000 devir/dakika hizinda 10 dakika
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boyunca santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip tiiplere aktarildi, sonrasinda iizerlerine 0.2
ml TBA eklenip agizlar tipa ile kapatildi. Bu karisim iyice homojenlestirildi ve 90°C'de
bir saat boyunca benmari iginde bekletildi. Daha sonra spektrofotometrede 535 nanometre

dalga boyunda absorbans degerleri kayit edildi.

3.1.6. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi

SOD aktivitesinin belirlenmesinde Sun vd. tarafindan gelistirilen yontem [84]
kullanilmistir

Cozeltiler bir dizi titiz hazirlik adimindan sonra olusturuldu. Ilk olarak, 0.6mM
Etilendiamin Tetra Asetik Asit (EDTA) ¢6zeltisi hazirlandi. EDTA'min 11.15 ml'si tartildi
ve son hacmi 50 ml olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi. Ardindan, Reaktif Cozelti
olusturuldu. Bu ¢ozelti igin, 9 ml albiimin ¢6zeltisi, 30 ml Nitroblue Tetrazolium(NBT)
cozeltisi, 30 ml EDTA ¢ozeltisi, 18 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi ve 60 ml ksantin
cozeltisi karistirilarak hazirlandi. Diger ¢ozeltiler ise su sekilde hazirlandi: 150 pg/l NBT,
0.3 mM Ksantin, 1g/l Bovine Serum Albumin (BSA), 2M (NH4);SO4 Cozeltisi, 1N
Sodium Hydroxide (NaOH), 0.8 mM CuCl,.2H,0 Cozeltisi, 400mM Na,CO3; (Sodyum
Karbonat) Cozeltisi ve Xanthine Oxidase (5U/l). Her bir ¢ozelti, belirtilen miktarlarda
tartilarak ve belirtilen son hacimlere tamamlanarak hazirlandi. Bu adimlar, analizlerin
dogrulugunu saglamak i¢in 6zenle gerceklestirildi.

Kullanilacak ¢ozeltiler olusturulduktan sonra SOD tayini i¢in her bir Ornekte
kullanilacak sekilde biri kor digeri numune olmak iizere 2 tiip alindi. Hazirlanan 1.425 ml
reaktif karigimi iki tiipede eklendi. Daha sonra numune i¢in hazirlanan tiipe tayini
yapilacak enzim ¢ozeltisinden 0.05 ml eklendi. Sonrasinda kor ve numune tiiptine 0.025 ml
ksantin oksitaz ¢ozeltisi eklendi. 1-2 sn karistirilip 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Her iki tiipe 0.05 ml bakir kloriir eklenerek reaksiyon durduruldu. Son olarak kor tiipline
tayini yapilacak enzim ¢ozeltisinden 0.05 ml eklenerek tepkime durduruldu. Biitiin

orneklerin absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda okundu.

3.1.7. Karbonhidrat miktar tayini

Karbohidrat miktarinin analizi i¢in Van Handel'in (1985a) yontemi kullanildi [85].
Karbonhidrat miktarinin analizine yonelik baglangigta stok cozeltisi hazirland1 ve

daha sonra farkli konsantrasyonlarda (25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 300 ve 350
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png/ml) glikoz standart c¢ozeltileri elde edildi. Numunelerin absorbans degerleri
spektrofotometrede 625 nm dalga boyunda 6lgiilerek standart regresyon dogrusu ¢izildi.

Homojenizasyon islemi i¢in -80°C’de saklanan G.mellonella larvalar1 kullanildu.
Larvalarin buzu ¢oziildiikten sonra birka¢ fenilthioure kristali eklendi ve iizerine 2ml
sodyum siilfat eklenenerek 24000 devir/dk olacak sekilde 10 dakika homojenizasyon
gerceklestirildi. Karbohidrat miktarinin belirlenmesi i¢in elde edilen siipernatantlardan 200
ul 6rnek alindi ve ornekler, kloroform/metanol ¢ozeltisinin tamamen buharlagmasi icin
90°C'deki su banyosunda bekletildi. Ardindan, iglerine 1 ml antron ¢6zeltisi ilave edilerek
tekrar 1sitildi ve buzdolabinda sogutuldu. Son olarak, tiiplerdeki 6rneklerin absorbans
degerleri spektrofotometrede ol¢iildii.

Elde edilen veriler, regresyon denkleminde kullanilarak orneklerin igindeki toplam
karbohidrat miktar1 mg cinsinden belirlendi. Daha sonra yapilan hesaplamalar ile 100 mg
larvadaki miktar mg cinsinden hesaplandi. Deneyler en az 5 kez tekrar edilmistir.

3.1.8. Lipit miktan tayini

Lipit miktarinin belirlenmesi i¢in Van Handel'in (1985b) yontemini kullanarak
stoklanmis 6rnekler alindi [86]. Bu yontem iizerinde bazi modifikasyonlar yapilmustir.

Cozeltiler laboratuvar ortaminda titizlikle hazirlandi. ik olarak, %2 sodyum siilfat
¢ozeltisi olusturuldu. Bu ¢dzelti i¢in 2 gram NaySO;y tartild1 ve daha sonra saf su eklenerek
toplam hacim 100 ml hacme tamamlandi. Ardindan, vanilin-fosforik asit ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in ise, 600 mg vanilin sicak suda ¢oziildii ve bu ¢ozeltiye 400 ml
%385'lik fosforik asit ilave edildi. Elde edilen karisim, karanlik bir ortamda saklandi.
Ucgiincii olarak, konsantre siilfiirik asit (%95-97) kullanilda.

Son olarak, bir birim kloroform ve iki birim metanol i¢eren ¢ozelti hazirlandi. Bir
erlen igerisinde homojen olacak sekilde toplam hacim 600 ml olacak sekilde ¢ozelti elde
edildi ve deney i¢in kullanima hazir hale getirildi. Bu dikkatlice hazirlanan ¢ozeltiler,
deneylerin basaril bir sekilde yiiriitiilmesini saglamak amaciyla titizlikle olusturuldu.

Lipit miktarinin analizi i¢in lipit standart grafigi olusturuldu. Bunun ig¢in, %0.1'lik
misir yagindan standart ¢ozelti hazirlandi ve konsantrasyonu 1 mg/ml olarak ayarlandi.
Kloroform/metanol (1/2) ¢ozeltisi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (0.25, 0.30, 0.35,
0.40, 0.45, 0.50, 0.55, 0.60, 0.65, 0.70 mg/ml) seri seyreltmeler yapildi. Hazirlanan
cozeltilerden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak regresyon egrisi ¢izildi.

Orneklerin lipit miktarlarinin analizi i¢in santrifiij sonucu olusan siipernatantlardan

200 pl 6rnek alind1 ve cam tiiplere eklenerek sivi kismin buharlagsmasi saglandi {izerine
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sirastyla 40 ul konsantre siilfiirik asit ve 960 ul vanilin-fosforik asit reaktifi eklendi,
karistirildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.

Stire sonunda renk olusumu gozlendi ve tiiplerin absorbans degerleri
spektrofotometrede 525 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Yapilan hesaplamalar sonrasinda lipit
miktart tayin edildi. Lipit miktar1 100 mg larvadaki miktar mg cinsinden hesaplandi.

Deneyler en az 5 kez tekrar edilmistir.
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4. BULGULAR

Flupyradifurone'un farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinda siiperoksit
dismutaz, katalaz aktiviteleri ve malondialdehit miktarina 4 saat sonundaki etkisi tablo 4.1,
24 saat sonundaki etkisi tablo 4.2 de gosterilmistir. Flupyradifurone’un farkh
konsantrasyonlarinin G. mellonella larvalarinda karbonhidrat, lipit ve protein miktarlarina

4 saat sonundaki etkisi tablo 4.3, 24 saat sonundaki etkisi tablo 4.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda siiperoksit dismutaz, katalaz
aktiviteleri ve malondialdehit miktarina 4 saat sonundaki etkisi

Flupyradifurone SOD CAT MDA

(ng/ml) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg protein)
0.00* 2.70+£0.10 a 6.47+0.28 a 23.19+0.55 a
10.00 1.58+£0.09 b 6.04+0.16 a 32.64+0.81 b
25.00 1.60+£0.14 b 6.42+0.14 a 78.27+2.90 ¢

50.00 1.47+£0.10 b 6.49+0.40 a 77.85£2.34 ¢

75.00 1.31+0.22 b 6.22+0.29 a 79.24+1.09 ¢
100.00 1.33+£0.12 b 6.83+0.18 a 159.25+3.23 d

* . Kontrol

SNK: a, b, ¢, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Ayni harfi
iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
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Sekil 4.1. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda Siiperoksit dismutaz aktivitesi
tizerine 4 saat sonundaki etkisi

SOD aktivitesi i¢in Flupyradifurone uygulanan tiim dozlarinda, aralarinda istatistiki
olarak fark yoktur. Kontrol grubunda 2.70, 10 ug/ml ‘de 1.58, 25 pg/ml ‘de 1.60, 50
pg/ml ‘de 1.47, 75 pg/ml’de 1.31 ve 100 pg/ml ‘de 1.33 olarak hesaplanmistir.
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Uygulanan tim dozlar(10, 25, 50, 75, 100 pg/ml) kontrol grubuna goére SOD
aktivitesini azaltmistir. SOD aktivitesinin en ciddi azalis gosterdigi degerler 75 ve 100
ug/ml flupyradifurone degerlerinde olmustur. 75 pg/ml flupyradifurone uygulanan dozda
SOD aktivitesi 1.31, 100 pg/ml flupyradifurone uygulanan dozda SOD aktivitesi 1.33

olarak bulunmustur.
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Sekil 4.1. Flupyradifurone ‘un G. mellonella larvalarinda Katalaz aktivitesi iizerine 4 saat
sonundaki etkisi

CAT aktivitesi i¢in Flupyradifurone uygulanan tim dozlarinda ve kontrol grubu ile
aralarinda istatistiki olarak fark yoktur. 10 ug/ml flupyradifurone uygulanan dozda CAT
aktivitesi 6.04, 25 pg/ml flupyradifurone uygulanan dozda CAT aktivitesi 6.42, 50 pg/ml
flupyradifurone uygulanan dozda CAT  aktivitesi 6.49, 75 pg/ml flupyradifurone
uygulanan dozda CAT aktivitesi 6.22, 100 pg/ml flupyradifurone uygulanan dozda CAT
aktivitesi 6.83 bulunmustur.
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Sekil 4.2. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda Malondialdehit miktar: tizerine
4 saat sonundaki etkisi
MDA miktart 4 saatin sonunda uygulanan tiim dozlarda kontrol grubuna gore artig

gostermistir. MDA miktarinin en ¢ok arttigi deger 100 pg/ml flupyradifuron uygulanan
grupta ortaya ¢ikmistir. 25, 50 ve 75 pg/ml flupyradifurone uygulanan dozda MDA
miktar1 sirastyla 78.27, 77.85, 79.24 olarak birbirine yakin sonuglar bulunmustur. 100
ug/ml flupyradifuron uygulanan dozda MDA miktari ise 159.25 olarak hesaplanmistir.

Tablo 4.2. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda siiperoksit dismutaz, katalaz
aktiviteleri ve malondialdehit miktarina 24 saat sonundaki etkisi

Flupyradifurone SOD CAT MDA

(ng/ml) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg protein)
0.00* 2.41+0.07 ¢ 5.71£0.06 a 25.71£0.90 a
10.00 2.74+0.15b 6.10+£0.15a 179.96+3.83 b
25.00 2.77+0.05 b 6.28+0.14 a 187.06+3.18 b
50.00 2.82+0.09 b 5.47+0.23 a 193.1542.39b
75.00 3.09+0.48 a 6.25+0.29 a 190.784+2.85 b
100.00 1.73+0.03 d 5.69+0.32 a 337.47+£9.75 ¢

* . Kontrol

SNK: a, b, ¢, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Ayni harfi
iceren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
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Sekil 4.3. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda Siiperoksit dismutaz aktivitesi
tizerine 24 saat sonundaki etkisi

SOD aktivitesi i¢in Flupyradifurone uygulanan 10, 25, 50, 75 pg/ml gruplarinda
SOD aktivitesi konrol grubuna gore artis gostermistir. Sadece 100 pg/ml flupyradifurone
uygulanan dozda SOD aktivitesi kontrol grubuna gore azalis gostermistir. Uygulanan 10,
25 ve 50 pg/ml dozlarinin aralarinda istatistiki olarak bir fark bulunmamaktadir. 75 png/ml

flupyradifurone uygulanan dozda SOD aktivitesi en yiiksek deger olan 3.09 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.4. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda Katalaz aktivitesi tizerine 24
saat sonundaki etkisi
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CAT aktivitesi i¢in Flupyradifurone uygulanan tiim dozlarinda ve kontrol grubu ile

aralarinda istatistiki olarak fark yoktur. 10pg/ml uygulanan dozda 6.10, 25ug/ml’de 6.28

50pg/ml’de 5.47, 75ug/ml’de 6.25, 100pg/ml’de ise 5.69 olarak Slgiilmiistiir.
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Sekil 4.6. Flupyradifurone 'un G. mellonella /arvalarinda Malondialdehit miktar: iizerine

24 saat sonundaki etkisi

MDA miktar1 24 saatin sonunda uygulanan tiim dozlarda kontrol grubuna gore artis

gostermistir. MDA miktarinin en ¢ok arttigi deger 100 pg/ml flupyradifurone uygulanan

grupta ortaya c¢ikmustir. flupyradifurone uygulanan 10, 25, 50, 75 pg/ml dozlarinin

aralarinda istatistiki olarak bir fark bulunmamistir. 100 pg/ml flupyradifurone uygulanan

grupta ise MDA mikrar1 337.47 olarak bulunmustur.

Tablo 4.3. Flupyradifurone'un G. mellonella larvalarinda protein, karbohidrat ve lipit

miktarina 4 saat sonundaki etkisi

Flupyradifurone Protein Karbohidrat Lipit
(ng/ml) mg mg Mg

0.00* 19.14+£0.44 b 6.59+0.19 a 4.39+0.08 a
10.00 17.30+£0.40 ¢ 6.54+0.13 a 1.89+0.06 ¢
25.00 13.83+0.48 d 5.84+0.21b 3.11+0.19b
50.00 16.66+0.49 ¢ 5.88+0.12 b 3.17+0.14 b
75.00 24.61+0.53 a 5.01+0.24 ¢ 2.89+0.07 b
100.00 21.55+0.37 a 4.86+0.16 ¢ 2.87+0.29 b
* : Kontrol

SNK: a, b, c, d harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmistir. Aymi harfi
igeren veriler arasinda P<(0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
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Sekil 4.5. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda protein miktart iizerine 4 saat
sonundaki etkisi

Flupyradifurone uygulanan larvalarin protein miktarlari incelendiginde kontrol
grubunda protein miktar1 19.14 olarak tespit edilmistir. 4. saatte 25 pg/ml flupyradifurone
uygulanan G. mellonella larvalarinda protein miktarlari 13.83 olarak hesaplanmis ve
kontrol grubuna gore ciddi azalis gostermistir. Uygulanan 75 ve 100 pg/ml flupyradifurone
degerlerinde ise aralarinda istatistiksel anlamda bir fark bulunmamakla beraber kontrol

grubuna gore protein miktarinda artig yaganmustir.
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Sekil 4.6. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda karbonhidrat miktari iizerine 4
saat sonundaki etkisi

25



Flupyradifurone uygulanan larvalarin karbohidrat miktarlari incelendiginde, 4. saatte
10 pg flupyradifurone G. mellonella larvalarinin karbohidrat miktarlarinda kontrol grubuna
gore (6.59 mg) istatistiksel olarak herhangi bir degisiklige neden olmadig1 goriilmektedir.
Diger flupyradifurone dozlarinin ise larvalarin karbohidrat miktarlarinda gerek kontrol
gerekse de 10 pg flupyradifurone uygulanan larvalara gore onemli Olglide azalmalara
neden oldugu belirlenmistir. 75 ve 100 pg flupyradifurone uygulanan larvalarin
karbohidrat miktarlar1 denenen diger dozlara ve kontrol grubuna goére onemli Olciide

azalarak sirastyla 5.01 ve 4.86 mg olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda lipit miktari iizerine 4 saat
sonundaki etkisi

Flupyradifurone uygulanan larvalarin 4. saatteki lipid miktar1 kontrol grubunda 4.39
mg olarak belirlenmistir. Flupyradifurone uygulanan larvalarda ise tiim dozlarda lipid
miktarlarin1 6nemli 6l¢iide azalmistir. Flupyradifurone uygulanan 25, 50, 75 ve 100 pg/ml
gruplarin arasinda istatistiki olarak bir fark bulunmamistir. 10 pg/ml flupyradifurone

uygulanan dozda ise lipit miktar1 ciddi sekilde azalmistir.

26



Tablo 4.4. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda protein, karbohidrat ve lipit
miktarina 24 saat sonundaki etkisi

Flupyradifurone Protein Karbohidrat Lipit
(ug/ml) mg mg mg

0.00* 19.31+0.31 a 6.90+0.11 a 3.47+0.12 a
10.00 12.40+£0.37 d 5.66£0.19 b 1.92+0.06 be
25.00 11.99+0.26 d 5.55+0.18 b 2.16£0.10 b
50.00 14.09+0.31 ¢ 5.86+£0.17 b 1.51+£0.06 d
75.00 14.66+0.68 ¢ 4.87+.010 ¢ 1.66+0.12 cd
100.00 17.67+0.55 b 3.76+0.12 d 1.09+0.07 e
* . Kontrol

SNK: a, b, ¢, d,e harfleri konsantrasyonlar arasindaki farki belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Ayni harfi
igeren veriler arasinda P<0.05 diizeyinde istatistiksel ayirim vardir.
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Sekil 4.8.

Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda protein miktari iizerine 24 saat

sonundaki etkisi

Flupyradifurone uygulanan larvalarin protein miktarlar1 incelendiginde 24. Saatte

tiim uygulanan dozlarda protein miktar1 kontrol grubuna gére azalmistir. En ciddi azalis 10

ve 25 pg/ml flupyradifurone uygulanan G. mellonella larvalarinda goériilmiistiir. 25 pg/ml

flupyradifurone uygulanan grupta protein miktar1 11.99 olarak bulunmustur. 10, 25 pg/ml

flupyradifurone uygulanan dozlar arasinda ve 50, 75 pg/ml flupyradifuron uygulanan

dozlar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
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Sekil 4.9. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda karbonhidrat miktar: iizerine 24
saat sonundaki etkisi

Flupyradifurone uygulanan G. mellonella larvalarmin 24. saatteki karbohidrat
miktar1 incelendiginde kontrol grubunda 6.90 mg olan karbohidrat miktar1 denenen tiim
dozlarda 6nemli Ol¢lide azalmistir. 10, 25 ve 50 pg/ml Flupyradifurone maruz birakilan
larvalarin karbohidrat miktarlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamakla birlikte
bahsi gecen konsatrasyonlara gére 75 ve 100 ug/ml Flupyradifurone uygulanan larvalarin
karbohidrat miktarlari 6nemli Ol¢lide azalarak sirasiyla 4.87 ve 3.76 mg olarak

gerceklesmistir.
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Sekil 4.10. Flupyradifurone 'un G. mellonella larvalarinda lipit miktar: iizerine 24 saat
sonundaki etkisi

Flupyradifurone uygulanan G. mellonella larvalarinin 24. saatteki lipid miktarinda
ise kontrol grubuna gore en diisiik veri en yiiksek doz olan 100 pg/ml Flupyradifurone
dozunda meydana gelmistir. Kontrol grubunda 3.47 mg olan lipid miktar1 bahsi gegen

dozda 6nemli dlgiide azalarak 1.09 mg olarak hesaplanmistir.
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5. TARTISMA

Sunulan ¢alismada flupyradifurone insektisitinin = farkli  konsantrasyonlari
G.mellonella larvalarina enjekte edildikten sonra 4 ve 24 saatlik siirelere maruz
birakildiginda antioksidan enzimler olan siiperoksit dismutaz, katalaz ile malondialdehit,
karbonhidrat, lipit ve protein miktarlarina olan etkileri incelenmistir.

Bocekler, ekosistemlerin onemli bir parcasini olusturan omurgasiz hayvanlardir.
Yasam dongiileri siiresince sentetik pestisitlerin veya dogal kaynakli toksinlerin etkisine
maruz kalabilirler. Bu canlilar, viicutlarinda bulunan detoksifikasyon enzimleri araciligiyla
yabanci maddelere karsi iki asamali bir detoksifikasyon reaksiyonlariyla tepki verirler [87].
Gelisimleri icin gerekli olan beslenme siirecinde kimyasallar, patojen organizmalar,
nanopartikiiller, nanoplastikler, toksik besinler ve metaller gibi dogrudan veya dolayl
olarak siklikla karsi karsiya gelen bocekler, bu 6zelliklerinden dolay: bu tiir caligmalarda
siklikla kullanilmaktadir.

Stres faktorleri, siiperoksit radikallerinin ortaya ¢ikmasina yol actiginda, SOD
aktivitesi artar. Ancak SOD aktivitesi bastirllir ve azalirsa, olusan radikallerin
engellenmesi miimkiin olmaz ve hiicrelerde stres faktorleri altinda lipid peroksidasyonu ile
birlikte MDA miktar1 artar. Calismamizda burum siklikla goriilmiistiir. Oksidatif stres
kosullarinda antioksidan enzim aktivitelerinin artmasinin bir kural olmadigini, aksine
aktivitenin oldukca azalabilecegini sOyleyebiliriz.

Serbest radikallerin artisiyla tetiklenen lipid peroksidasyonun uzun vadeli etkisi,
hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarinin zarar gérmesine yol acabilir, bu da
antioksidan enzim aktivitelerinde bir azalmaya neden olabilir. Bu durum, SOD
aktivitesindeki distisiin, larvalarin  yiiksek MDA igerigiyle iliskili olabilecegi
diistiniilmektedir.

Birgok arastirict G. mellonella larvalart yag dokularinda olusan oksidatif stresin
antioksidan savunma mekanizmalarin1 etkisiz hale getirmesinden dolayi MDA
seviyelerinde artis tespit etmistir.  G. mellonella larvalari, Bacillus thuringiensis'in
tizerindeki etkileri incelenmis ve MDA miktarinda artis tespit edilmistir [88]. AZA'nin
doza bagli olarak zaman i¢cinde MDA miktarimi artirdigi, fenthionun ise larvalarda MDA
seviyelerini artirdigi belirlenmistir [89,90]. Borik asit ve maltoz karisiminin etkisi
incelendiginde de MDA miktarinda artis gozlemlenmistir [91]. Bu ¢alismalar ¢evre ve
tarim i¢in daha az zararli kimyasallarin belirlenmesine katki saglayabilir [90]. Sodyum

tetraboratin G. mellonella tizerinde MDA seviyelerini artirarak gelisim siiresini uzattigi ve
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hayatta kalma oranimi diisiirdiigii gézlemlenmistir. Bu durum, larvalarin olusan oksidatif
stresin bir sonucu olarak antioksidan savunma mekanizmalarinin etkisiz hale gelmesiyle
iliskilendirilmistir.

Bir diger destekleyici ¢alismada, tarim zararlilarini kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan imidakloprid adli neonikotinoid insektisidin G. mellonella {izerindeki etkileri
incelenmistir. Bu caligsmada, farkli konsantrasyonlardaki imidaklopridin antioksidan enzim
aktiviteleri ve lipit peroksidasyon seviyeleri iizerindeki etkileri arastirilmistir. Sonuglar,
SOD aktivitesi ile MDA seviyelerinde doza bagli olarak artiglarin meydana geldigini
gostermistir [92].

Ayni iligkiler, cesitli zararli maddelere ve ajanlara maruz kalan bdceklerde de
gbzlemlenmistir. Artan toksisite ile iligkili olarak antioksidan enzim aktivitelerinde bir
diisiis meydana gelir ve bu azalma, ¢alistigimiz pestisitin kontrol grubuna kiyasla yiiksek
dozlarda SOD enzim aktivitesinin engellendigi veya tamamen ortadan kaldirildig:
sonucunu gostermektedir.

Onceki bir incelemede, tarimsal zararlilar sik¢a kullanilan fenthion etkisi altinda G.
mellonella larvalarinin SOD aktivitesinde degisikler oldugu belirtilmistir. Bu degisim,
kontrole yakin dozlarda SOD' un artisi, daha yiiksek doz seviyelerinde azalis seklinde
kendini gostermistir. Enzimler lizerine yapilan bir Bacillus thuringiensis ¢aligmasinda ise
SOD aktivitesinin arttig1 belirtilmistir [88]. Gergeklestirilen baska bir arastirmada,
Azadiraktin yirmi dort ve yetmis iki saatlik zaman dilimlerinde G. mellonella larvalari
SOD aktivitesini aktivitesinin azaldigi belirtilmistir [89]. Yine ayni1 organizma iizerinde
yapilan caligmada ise degisik dozlarda besine eklenen borik asit SOD aktivitesini arttigi
tespit edilirken [93] yiiksek dozdaki Giberellik asit ise larvalarin SOD aktivitesini azalttigi
saptanmistir [94].  Bakir nanoflowers (nanogicek) etkisi altindaki G. mellonella
larvalarinin SOD aktivitesinde diisiik dozlarda artis olmasina ragmen en yiiksek dozda
(6000 ppm) ise SOD aktivitesinde diisiis goriilmiistiir [95]. Bu durum bizim ¢alismamizla
paralellik gostermektedir. Arastiricilar bu durumu artan konsantrasyona bagli olarak
enzimlerin yapisal olarak olumsuz etkiledigine baglamistir. Ayni durumun bizim
calismamizda da oldugunu diisiiniiyoruz.

Flupyradifurone iizerinde yapilan ¢alismalar, farkl tiirlerdeki canlilarda da oksidatif
stresin meydana geldigini de gdstermistir. Ornegin, zebrafish iizerinde yapilan ¢alismada,
SOD ve CAT aktivitelerinin azaldigi ve oksidatif stresin ortaya ¢iktigi belirtilmistir [96].

Benzer sonuglar, A. mellifera iizerinde yapilan ¢aligmada da gézlemlenmistir [97].
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Yapilan ¢alismada krom ve kursun metalleri G. mellonella’ da POD ve CAT enzim
aktivitesinin birlikte yiikseltmistir demistir [98]. Entomopatojen organizma olan
Heterorhabditis sp. beicherriana G. mellonella {izerine yapilan ¢alismanin ilk giiniinde
POD, CAT ve SOD enzim aktivitelerinin yiikseldigini ve MDA diistiigiinii daha sonra ise
POD aktivitesindeki azalma ile MDA aktivitesinde artis goriilmiistir demistir [99].
Yapilan bir ¢alismada Larvalarin POD ve CAT enzim miktarlarinda ayni anda diisiis
belirlemis ve orta bagirsak preparatlarinda olasi deformasyon gdosterilmistir. POD ile
birlikte hidrojen peroksitin elimine edilmesinde Askorbat peroksidaz (APX) enziminde
gorev aldigi bilinmektedir [100]. Peroksidazlar, hiicre i¢ginde metabolizma ve oksidatif
stresin diizenlenmesinde Onemli rol oynarlar. Ancak yapi olarak bu enzimler hasar
gorebilir veya islevleri degisebilir. POD ve APX gibi enzimlere ek olarak, CAT enzimini
de benzerlik gdsteren bir enzim olarak sdyleyebiliriz. Islevsel olarak, katalaz da hidrojen
peroksiti pargalayarak su ve oksijen {iretir, dolayisiyla hidrojen peroksitin hiicrelerdeki
zararli etkilerini azaltmaya yardimci olur [101,102].

Calismamizda katalaz enziminde herhangi bir degisiklik tespit edilmemistir. APX ve
POD aktivitelerine yonelik analizler yapmadigimiz i¢in bu konuda kesin bir ifade
kullanmak miimkiin degildir. Bununla birlikte MDA oranindaki artis oksidatif stresin bir
gostergesidir. Peroksidaz, askorbat peroksidaz ve katalaz gibi antioksidan enzimlerin zarar
gormesi, boceklerde ciddi saglik sorunlarina ve yasam kalitesinde diisiise neden olabilir.
Bu enzimlerin korunmasi, boceklerin sagligi ve hayatta kalma sanslarini artirmak icin
onemlidir. Bu yonde yapilacak ¢aligsmalarin degerli oldugunu diisiiniiyorum.

Oksidatif strese bagl olarak hiicre zar1 ve diger hiicresel lipid yapilarin bozulmasiyla
lipid peroksidasyonu olarak tanimlanan bir reaksiyonlar zinciri meydana gelir ve bunun
sonucunda basta malondialdehit olmak iizere aldehit tiirevlerinin olusumu saglanir.
Malondialdehit miktarindaki artis, oksidatif stresin son iiriinii olan lipit peroksidasyon
diizeyindeki artisin gii¢lii bir gostergesidir.

Malondialdehit seviyesindeki artisin oksidatif streste bir artis1 ortaya koymasinin
yani sira, oksidatif stresteki bu artisin hiicre Sliimiine yol agabileceginden kullanilan
insektisitin nekroz veya apoptoz iizerindeki etkisinin aydinlatilmasi ve yapisal hasarlarin
Ozellikle orta bagirsaktaki etkisinin histolojik yontemlerle gosterilmesi enzim aktivitesi

sonuglarmin daha giivenilir bir sekilde degerlendirilmesine yardimei olacaktir.
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Glinlimiizde bir¢ok insektisite karsi canlilar tarafindan olusturulan dirence bagl
olarak yeni insektisitlerin kullanimi kullanima sunulmasi kagmilmaz bir durum
olusturmaktadir. Flupyradifurone butenolid insektisit sinifinin iiyesi olarak ¢evreye verdigi
zararin daha az olmasi ve boceklerde direng olusumunu azalttigi igin tercih sebebi
olmustur. Bir¢ok arastirict farkl: tiirler B. tabaci G. , Aphis gossypii G., Myzus persicae
lizerine toksik etkisini ortaya koyan caligmalar bulunmaktadir [103,104,105]. Zararlilara
kars1 yaygin olarak tercih edilen kimyasal miicadele, giiniimiizde en etkili yontem olmasina
ragmen, hedef organizmalar disinda kalan canlilarda doz ve silireye bagli olarak
gerceklesen kimyasal reaksiyonlar ve fizyolojik siirecler iizerindeki etkisi konusunda net
bir ifade kullanmak ne yazik ki miimkiin degildir. Insektisitlerin her ne kadar sublethal
dozlar1 kullanilir olsa da organizma diizeyinde iireme, yasam siiresi, gelisim gibi biyolojik
parametrelerde degisikliklere yol agmakta ve sonugta bocegin popiilasyon dinamigi
tizerinde olumsuz etkileri olabilmektedir [106,107,108,109].

Bu anlamda yapilan calismada G. mellonella larvalari karbonhidrat ve lipit
metabolizmas1 lizerine Flupyradifurone’un Onemli derecede etkiledigi bulunmustur.
Verilerin alindig1 4 ve 24 saatlik deney periyodunda toplam karbonhidrat ve lipit miktar
kontrol grubuna gore dnemli derecede diisiis gostermistir. Boceklerin yiiksek metabolik
hizlarina sahip olmalarina ragmen, viicut yapilari son derece kii¢iik oldugundan enerjinin
depolanmast smirlidir [110]. Depo formundaki lipit, karbonhidrat ve protein tiirevi
molekiillerin hemolenf iginde taginmasi, Onemli metabolik fonksiyonlarmn yerine
getirilmesinden sorumludur. Karbonhidratlar, boceklerin fizyolojik siireglerinde 6nemli bir
fonksiyon iistlenir ve dokulardaki glikojen, ugus, metamorfoz ve iireme gibi fizyolojik
olaylarin siirdiiriilmesine katki saglar [111]. Buna ek olarak depo lipitler organlara
taginarak lreme, vitellogez ve kitin olusumu gibi genel fizyolojik olaylarin
stirdiirilmesinde 6nemlidir [112,113,114]. Deney periyodunun 24. saat verilerine ait lipit
miktarinda 50 ppm ve daha yiiksek dozlarda kontrol ve denenen diger oranlara gére bir
diisiis s6z konusudur. Calismamizda son evre larvalar se¢ilmistir ve normal fizyolojik
stirecler i¢inde larvalarin pupa evresine gecmesi gerekmektedir. Flupyradifurone bu siireci
hizlandirmis ve metamorfoz i¢in gerekli enerji lipit kaynaklarinin kullanimi ile saglanmig
olabilir. Aynm1 zamanda ozellikle yag dokuda depolanmis lipit yapisal olarak
Flupyradifurone tarafindan etkilenmis olabilir. Flupyradifurone etkisine bagli olarak
Binodoxys communis [115], bireylerinin sentezlemis olduklari lipitlerin azaldigini belirten

calismada bu durum immiin sistem ve kiitikula olusumu icin gerekli enerjinin lipitlerden
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[116,117] karsilanmis olabilecegi yoniinde yapilmis ¢alismalar ile iliskilendirilmis olmasi
yaptigimiz yorumu desteklemektedir. Karbonhidrat ve lipit metabolizmasini1 diizenleyen
enzimler ve hormonlar, depolanan enerjinin serbest birakilmasin1 ve alinan besinlerin
parcalanarak depo edilmesini katalize eder [118]. Yaptigimiz calismada elde edilen
verilere bakarak bu durum hakkinda net bir ¢ikarimda bulunmak olas degildir.

Asetil CoA karboksilaz, hiicrelerde enerji iiretiminden ve lipid metabolizmasindan
sorumlu olan O6nemli bir enzimdir. Bununla birlikte yapilan calismalardan birinde
Spirotetramat gibi insektisitlerin, bu enzimi inhibe ederek bdceklerin gelisimini
etkileyebildigi belirtilmistir [119]. Lohar ve Wright (1993) tarafindan yapilan baska bir
caligmada ise malathion etkisinde Tenebrio molitor L. hemolenf ve yag dokudaki lipit
miktarlarinda azalma tespit edilmis olup bu durum lipit metabolizmasin1 kontrol eden
adipokinetik hormon iizerindeki insektisit etkisi ile iliskilendirilmistir. Belki benzer
durumlar bizim yaptigimiz ¢aligmada da goriilmiis olabilir. Bu durumlara ait fizyolojik
stireclerin ve kimyasal olaylarin daha iyi agiklanmasi i¢in Flupyradifurone ile yapilacak
daha detayli ¢caligmalara ihtiya¢ oldugunu sdyleyebiliriz. Yapilan ¢alismada lipit miktarinin
giin ve doza bagh olarak diistiigii tespit edilmistir bu durum bir¢ok arastirmanin
bulgulariyla benzerlik gostermektedir. Farkli insektisit ve bocek tiirleri lizerine yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Spodoptera littoralis larvalarmin  klorfluazuron [120]
Rhyzopertha dominica bireylerinin deltametrin [121] etkisi altinda lipit miktarinin azaldigi
belirtilmistir. Lipit miktar1 sadece insektisit etkisinde degismemistir. Ornegin bocek
kovucu alletrinin Periplaneta americana [122] disi ve erek bireylerinin lipit miktarini
onemli bir sekilde diislirmiistiir. Enjeksiyon yontemi ile larvalara verilen 10 ppm
Flupyradifurone 4 saat sonunda karbonhidrat miktarina herhangi bir etkide bulunmamustir.
Diger verilere bakildiginda ise anlamli bir azalma s6z konusudur. Lipitler gibi 6zellikle
glikojen de bocekler icin Ozellikle immiin sistem ve hareket icin enerji kaynagi olarak
kullanilir. Depo glikojen hazir enerji kaynagi olarak kullanilirken besinle alinan
karbonhidratlarin lipitlere ¢evrimi s6z konusu olabilir. Bununla birlikte disakkaritler
cevresel zararlarin proteinler iizerinde olusturdugu yapisal bozuklularin giderilmesinde bu
molekiiler saperon gibi goérev yapar [123,124]. S6z konusu molekiiller Flupyradifurone’un
olas1 yapisal hasarlarin giderilmesinde de kullanilmis olabilir. Protein miktarindaki bazi
konsantrasyonlardaki artisin bu sekilde olabilecegini veriler ortaya koymaktadir. Ozellikle
4. saat verilerine bakildiginda protein miktarinda en yiiksek iki konsantrasyonda artigin

olmasi yapisal deformasyonun giderilmesi i¢in daha hazir ve kullanimi kolay enerjinin
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kullanilmis oldugunu agiklamaktadir. Hidrofilik gruplar igeren karbonhidratlarin lipitlere
gore taginimi daha hizli ve kolay oldugundan bir¢cok bdcek tiirii i¢in tercih edilen enerji
kaynagidir.

Flupyradifurone’'un G. mellonella larvalar1 lizerinde gergeklestirilen fizyolojik ve
biyokimyasal ¢alismada, doz, yontem ve siireye bagli olarak total lipid ve karbonhidrat

miktarlarini belirgin bir bigimde modiile ettigi tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma, genis bir kullanim potansiyeline sahip FLU adi verilen yeni bir
neonikotinoid insektisidin olas1 toksik etkilerini oldugunu ortaya koymaktadir. G.
mellonella larvalar iizerinde yiiriitiilen bu arastirma, FLU'nun ekotoksikolojik etkilerini
biitiinciil bir yaklasimla inceleyen ilk ¢calisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Yapilan analizler, G. mellonella larvalarimin FLU'ya maruz kaldiktan sonra
antioksidan savunma mekanizmalariin etkinlestigini, ROT homeostazisinin bozuldugunu
ve lipit peroksidasyonunun DNA hasarina yol agtigin1 géstermektedir. Bulgular, larvalarin
FLU'ya karg1 gosterdigi antioksidan stres tepkisi ve detoksifikasyon mekanizmalari
hakkindaki bilgimizi derinlestirirken, gelecekteki hedef disi toksikoloji arastirmalarinin
Onemini vurgulamaktadir. Ayrica, bu c¢alisma, neonikotinoid pestisitlerin tarim

arazilerindeki kullanimina yonelik stratejik yonlendirmeler saglamaktadir.
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