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PiPERAZININ GALLERIA MELLONELLA’NIN BAZI BiYOLOJIK OZELLIiKLERI
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Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Tez Damsmani: Prof. Dr. Kemal BUYUKGUZEL
Temmuz 2018, 87 sayfa

Piperazin antihelmintik bir madde olup hayvanlarin paraziter enfeksiyonlarini tedavi edici ilag
olarak kullanilir. Calismamizda piperazin tiirevlerinden piperazin hekzahidratin farkli besinsel
konsantrasyonlarinin biiyiik bal mumu giivesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)
larvalariin ergin evreye kadar yasama oranina ve gelisme siiresi lizerine etkisi incelendi.
Konsantrasyonlar 0,001, 0,01, 0,1 ve % 1 (gr/100gr besin) olarak belirlendi. Birinci evre
larvalar1 belirlenen farkli konsantrasyonlardaki piperazin ihtiva eden besinlerle ergin oluncaya
kadar yetistirildi. Piperazin igermeyen kontrol besini ile Piperazin igeren tiim besinsel
konsantrasyonlar degerlendirildiginde piperazinin G. mellonella’nin larval evre (7. evre), pup
ve ergin evrelerinde yasama oranmi Onemli derecede diisiirdiigii goriildi. Benzer etki
piperazinin yiiksek konsantrasyonlarinda disilerin yumurta verimi iizerinde de goriildii.
Piperazinin en yliksek besinsel miktar1 (% 1) disilerin bir giinde biraktig1 yumurta sayisini
81,17 £ 5,09°e 52,93 + 4,80’e 6nemli derecede diisiirdii. Bu antihelmintik maddenin denenen

en yiiksek konsantrasyonu yumurta ac¢ilimini % 97,85 £ 0,59°e % 74,84 + 3,66’e diisiirmesine



OZET (devam ediyor)

ragmen kontrol ile arasinda istatistiksel bir fark olugsmadi. Kontrol besininde larvalarin
% 98,75 = 1,08’1 7. evreye ulasirken bu larvalarin % 90,00 £+ 2,5’1 pup evresine, % 83,75 +
3,24’1 ise ergin evreye ulasti. Piperazinin en yiiksek besinsel konsantrasyonu 7. evreye ulasan
larva oranini % 26,25 £+ 5,96’e, pup olma oranint % 21,25 + 5,69’e, ergin olma oranini ise %
20,00 + 6,37’ye onemli derecede diisiirdii. Piperazinin diisiik besinsel konsantrasyonlariyla
beslenen larvalarin 7. larval evreye ulasma stireleri ve pup olma siireleri {izerinde istatistiksel
olarak bir fark gozlemlenmedi. Ancak piperazin iceren % 0,1°lik besinsel konsantrasyonda
ergin evreye ulagma siliresi Onemli derecede uzadi. Piperazinin %]1’lik besinsel
konsantrasyonu G. mellonella’nin birinci larval evreden ergin evreye kadar tiim gelisimini
onemli derecede geciktirdi. Buna ilaveten bu konsantrasyon ergin olma siiresini 37,66 + 0,77
giinden 41,32 + 231 giine ortalama 4 gin olmak {izere Onemli derecede uzatmistir.
Antihelmintik bir madde olan piperazin insan ve diger hedef olmayan organizmalara karsi
diisiik akut toksisiteye sahip oldugundan, iyi ayarlanan konsantrasyonlar1 ile insektisit olarak

kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, piperazin, yasama orani, beslenme

Bilim Kodu: 401.04.00
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Piperazine is an anthelmintic agent and is used as a drug for parasitic infections in animals. In
our study, piperazine hexahydrate which a piperazine derivative, was used to study its effects
on survivorship and developmental time throughout adult emergence of Greater wax moth,
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) with different dietary concentrations.
Concentrations were determined as 0.001, 0.01, 0.1 and % 1. The first instar larvae were
grown up to aduts with nutrients containing the specified concentrations of piperazine. When
all nutritional concentrations containing piperazine were compared with piperazine-free
control diet, it was found that piperazine significantly lowered the survival rate of G.
mellonella at the larval (7th stage), the pupal and adult stages. Similar effect was observed on
the egg production of the females all high concentrations of piperazine. The highest
concentration of piperazine (% 1) significantly decreased egg number laid per day per female
from 81.17 £ 5.09 to 52.93 + 4.80. However, this concentration resulted in insignificant

decrease in egg hatching rate from % 97.85 = 0.59 to % 74.84 + 3.66. Control diet produced
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7th instars of % 98.75 + 1.08, pupae of % 90.00 =+ 2.5, and adults of % 83.75 + 3.24. The
highest nutritional concentration of piperazine significantly decreased the survivorship of 7th
instars to % 26.25 + 5.96, pupation to % 21.25 + 5.69 and adult emergence to % 20.00 +
6.37. There was no statistically significant difference in the time to reach the 7th larval and
the pupal stages at low dietary concentrations of piperazine. However, at the % 0.1
nutritional concentration of piperazine, the developmental time to adult stage was
considerably longer. The highest nutritional concentration of piperazine resulted in significant
increase in whole developmental time from first instar to adult emergence. In addition, this
concentration significantly prolonged the adult developmental time from 37.66 = 0.77 to
41.32 + 2.31 days by approximately 4 days. Because the anthelmintic agent, piperazine, has
low acute toxicity to humans and other non-target organisms, it can be used as an insecticide

with well-adjusted concentrations.

Keywords: Galleria mellonella, piperazine, survivorship, nutrition.

Science Code: 401.04.00
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BOLUM 1

GIRIS

Bocekler Paleozoik devirden itibaren 350 milyon yildan beri yasamaktadirlar. Kayalardaki
fosil kalintilarinda bulunan ilk kayit 300 milyon yil oncesine ait olan Paleozoik'in
Pensilvanian periyoduna aittir. Kelebekler (Lepidoptera) ve Sinir kanatli (Neuroptera)
bocekler ise Jura periyodunda 170 milyon yil once ortaya g¢ikmuslardir. Cigekli bitkiler
Mezozoik' in Kretase periyodunda ortaya ¢ikmislardir. Bocekler ise bu devirde tam olarak
gelisme imkani bulmus ve énemli derecede gesitlenme gostermislerdir. Senozoik devirde ufak
ve narin yapitya sahip tirler ortaya c¢ikmistir ve giiniimiizde yasayan Orneklerine
benzemektedir. Kelebek, sinek ve ar1 gibi gruplarin tozlasmada 6nemli etkileri bulunmaktadir
ve boylelikle evrimlesme stiresince bitki evrimiyle paralel seyretmektedir. Her jeolojik donem
bir bocek grubu ismi verilerek ifade edilir. Senozoik donemin (3. zamanin) en basarili hayvan
grubunu bocekler olusturur. Bu sebeple bu devire "bocek devri™ denir ve diger bocekler
hayvan gruplarina oranla belirli bir Gstiinliik sergilemislerdir. Kanatli ve kanatsiz bocekler
stigmalarla solunum yapan karasal hayvanlardir. Ancak kanatli bdceklerin bir boliimii
larvalarinin yapmis oldugu sekonder uyumla suya ge¢mis ve boylelikle ¢esitlenmeleri hiz
kazanmistir. Boceklerin tarihi, insanlarla olan iliskileri, faydalar1 ve zararlari sebebiyle

insanlik tarihi kadar eskiye dayanmaktadir.

Boceklerin ¢ogu bitki ile beslendiklerinden yasam sekilleri bakimindan zararli olmaktadir.
Yaklagik 1 milyon 300 bin bocek tiiriiniin %99’dan fazlasi insanlar i¢in faydali , %1’den az1
da insanlara ve dogaya zararlidir (Nalcacioglu 2008). Boceklerin canlilar lizerindeki zararlari
(insan, hayvan ve bitkilere) fazladir. Bunu ‘‘Insanlar hastalik ve zararlilardan arta kalan
mabhsulii elde eder, ama bunun bir kismini da gene onlara kaptirir*® diisiincesi agiklamaktadir.
Zarar veren bocekler diger boceklere oranla daha az olmasina ragmen sebep olduklar1 hasar
oldukca biiyiik olup ortalama 150-200 bocek tiirii devamli, 400-500 aras1 bocek tiirii ara sira,
6000’in lizerinde bocek tiirli ise nadir olarak yiiksek boyutlarda dogaya zarar vermektedir

(Akkuzu vd. 2002). Diinyadaki mahsuliin 1/3'i zararlt bocekler tarafindan yok edilmektedir.



Genelde {irlin kaybina sebep olan faktorler iklim, zararli hayvanlar, i¢ hastaliklar, bakteriler,
parazit mantarlar olarak siralansa da iglerinde en 6nemli olan etki bdceklere aittir. Ornek
olarak hamam bocekleri, tahta kurulari, giiveler ,yarim kanatlilar, karincalar, bitler, termitler,
cekirgeler, sinekler, pireler, gibi yaklasik 10.000 zararl: tiir, canlilar iizerinde sorun halindedir

(Demirsoy 2006).

Iklim degisikligi diinyanin dort bir yaninda en dnemli kiiresel degisimdir. Bocek aktivesindeki
iklim kaynakli degisikliklerin tarimsal iiretimi ¢esitli sekillerde etkilemesi muhtemeldir. Artan
bocek popiilasyonlar: ekin bitkileri strese sokacak ve mabhsiil kaybi riskini artiracak, verim ve
hasat kalitesini azaltacaktir. Bocekler sicaga kars1 asir1 duyarlidirlar. Degisen iklimin bocekler
lizerindeki olas1 etkileri; salgimlari, gdcii, biyogesitlilikteki degisimlere neden olabilir. iklim
degisikliginden dolay1 bocek popiilasyon sayisinda artma, direngli biyotiplerin gelismesinde

bir artig s6z konusudur (Kambrekar and Gulugudda 2015).

Gittikge artan diinya niifusuyla beraber tarim ve orman driinlerine de ihtiya¢ giderek
artmaktadir. Zararli boceklerin tarim alanlarmin {izerinde biiyiik etkileri bulunmaktadir.
Toprak besin varligi, invaziv bitkiler ve bocek varligi ekosistem yapisini ve islevini dogrudan
degistirebilir (Wright et al. 2014). Bu etkiler tarimsal kalite ve miktarin azalmasi seklindedir
(Ecevit 1988, Fenemore 2016). Zararli boceklerin ¢ok sayida olmasi ormancilik sektoriinde
hem bolgesel hem de yerel diizeyde ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bdceklerden
kaynaklanan felaket riskini azaltmak i¢in boceklerin izlenmesi ve uygun sekilde miicadele

edilmesi gerekmektedir (Susanne 2012).

Lepidoptera takiminda bulunan tiirlerin larvalari endiistriyel ve tarimsal bitkilere zarar vermek
suretiyle ekonomik agidan 6nemli kayiplara neden olmaktadir. Achroia grisella F. (Kiigiik bal
mumu giivesi) ve Galleria mellonella L. (Biiyiikk bal mumu giivesi) bu tiirlere 6rnek
verilebilir. Bu boceklerin larvalari; kovanda bulunan petek, bal, bal mumu ve polen artiklar
gibi an iriinleriyle beslenip ve gesitli tahribatlara yol agmaktadir (Uygur ve Girisgin 2008,
Demirsoy 2014). Lepidopter tiirlerinden olan G. mellonella laboratuvar kosullarinda
deneylerde kullanilarak fizyolojik, biyokimyasal ve bazi metabolik olaylarin molekiiler
diizeyde incelenmesinde 6nemli derecede katki saglamistir (Mandato et al. 1997, Pohlon and

Baldwin 2001, Biiyiikgiizel et al. 2002, Tunaz et al. 2002, 2003, Biiytikgiizel et al. 2013 a,b).



G. mellonella, Lepidoptera takimi, Pyralidae familyasina ait holometabol bir bocek tiirtidiir ve
halk arasinda “biiyiik bal mumu giivesi” olarak bilinmektedir. Biiylik bal mumu giivesi, bal
aris1 (Apis mellifera L.)’nin kovanlarinda tahribata yol agan biiyiik ekonomik zararlilardandir.
Bu tahribatlar arilarin kovanlarda bulunan bal, bal petegi, bal mumu gibi kovan iiriinleri ile
beslenmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 1.1.). Bunun neticesinde aricilik sektoriinde
onem teskil eden kayiplara yol agilmaktadir (Charriere and Imdorf 1999, Somerville 2007,
Ellis et al. 2013). G. mellonella mn aricilik sektoriindeki ekonomik Gneme sahip olmasi
sebebiyle bu bocekle miicadele edebilmek amaciyla bocegin hayat dongiisii, biyolojisi,
molekiiler biyolojisi , ekolojisi, fizyolojisi ve davranisi ile ilgili calismalar yapilmistir (Beck
1960, Warren and Huddleston 1962, Smith 1965, Frobius et al. 2000, Coskun et al. 2006, Ellis
etal. 2013, Tsai et al. 2016, Erdem et al. 2016, Biiyiikgiizel and Biiyiikgiizel 2016b).

Sekil 1.1. G. mellonella nin petek ¢itasi lizerindeki goriiniimii (Nur Emine SEFER).

Tarim zararlilariyla yapilan kimyasal savasta asir1 ve gereksiz ilag kullanimi zararlilarin
direng olusturmasi, ¢evre kirliligi ve dogal dengenin bozulmasi gibi birgok probleme sebep
olmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan direng; bir popiilasyondaki bireylerin
cogunun Oliimiine sebep olan zehirli maddenin belirli bir dozuna karsi, aynmi tiiriin diger

popiilasyonundaki bireylerin tolerans kazanma kabiliyetinin gelismesi olarak tanimlanmaistir.

Zararlh bir bocege karst davamli bir sekilde uygulanma siiresi uzun olarak insektisit veya
insektisit grubunun kullanilmasi o bdcek iizerinde seleksiyon veya mutasyona neden olarak
ilaca kars1 direng olusmasina neden olabilmektedir. Insektisitlerin bilingsiz ve bir o kadar
yaygin kullanilmasi zararlilarda morfolojik, ¢ok yonlii, davranigsal, fizyolojik ve c¢apraz

diren¢ olmak {izere 5 direng tipini olusturmaktadir. Bu direng tiplerinden fizyolojik direng



zararli biinyesinde bulunan fizyolojik faaliyetler neticesinde biyokimyasal yollarla olusan
direng tipidir. Bocekler iizerinde sekillenen direng diinyada ¢ok dnemli konu haline gelmistir.
Son 25 yildir bu konu ile ilgili bocekler tizerinde yogun olarak galismalar yapilmaktadir. Bu
calismalar boceklerde insektisitlere karsi olusan diren¢ mekanizmalarimin belirlenmesine
yogunlasilmigtir. Yapilan biyokimyasal caligmalar neticesinde daha erken dénemde direng
tespit edilmis ve bunun 1s181inda alinmasi gereken tiim tedbirler belirlenmistir (Yorulmaz ve

Ay 2010).

Insektisit direnci, birgok bocek vektdr hastaliginda artan bir problemdir. Yaygin olarak
kullanilan insektisitlere karsi direncin altinda yatan temel mekanizmalarin daha iyi
anlasilabilmesi icin deneylerde kullanilan molekiiler teknikler son zamanlarda bu
mekanizmalarin ¢ogunu DNA seviyesinde baslatmaya ve incelemeye yonlendirmistir.
(Hemingway and Ranson 2000). 1947 yilinda karasinekler iizerine uygulanan (sentetik
organikli) DDT’ye kars1 bocek direnci bulunmustur. 600’1 gegen zararli bocek tiiriiniin en az
bir insektisite kars1 diren¢ gelistirdigi belirlenmistir (Demiréz 2015). Karasineklerin DDT’yi
metabolize etme yetenegi lizerine yapilan bir ¢alismada DDT'nin yiiksek dozlarinda, direncli
susun DDT'yi metabolize etme yetenegi onemli Ol¢lide engellenmistir. Bu sebeple, kara
sineklerinin insektisitlere karsi agiklanamayan bir direncinin oldugu belirtilmistir (Barbers et
al. 1954).

Tarmmsal iirtinlerde boceklerin olusturdugu zarar1 azaltmak, olusan zarari 6dnlemek ve kontrol
altina almak i¢in kullanilan tarim ilaglarina insektisit, yabani bitkilerin biiyiimesi, kontroli,
Oldiiriilmesi i¢in kullanilan tarim ilaglarina herbisit, her ikisine de pestisit denir (Baykal 1995,
Agrios 2005). Ulkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhg: tarafindan kabul edilen ve son
yillarda Avrupa iilkelerinde kullamimi yayginlasan “Bitki Koruma Uriinleri” pestisit yerine tercih
edilmektedir (Aydmoglu vd. 2002). Pestisitleri giinlimiizde toplumun ¢ogunlugu tarim ilaci olarak
adlandirmaktadir. Kimyasal miicadelede tercih sebebi ucuz olmast, kisa siirede sonug vermesi ve
kolay uygulanmasi olarak siralanabilir. Bocek ilact gibi kimyasallarin kullanimi, tarimsal {iretim
ve Uretkenligi artirmustir. Ancak olumsuz etkilerde artmistir. Bu etkiler tarim arazilerine,
balik¢iliga, faunaya ve floraya verilen zarari igerir. Diger bir olumsuz etki ise yararli yirticilariin
kasitsiz olarak yok edilmesidir ve bdylece bir¢ok tiirdeki tarim zararlilarmin Sliimcilliiglini
arttinir. Ayrica, oOzellikle gelismekte olan {ilkelerde pestisitlere maruz kalma nedeniyle artan

mortalite ve morbidite kaydedilmistir. Bu etkilerin maliyetleri biiyiiktiir ve ciftgilerin getirilerini



etkiler. Ancak, bu yiiksek maliyetlere ragmen, ¢ogu iilkede ciftciler bocek ilact kullanmaya
devam etmektedir (Wilson and Tisdell 2001).

Tarim zararlis1 bocekler ile yapilan miicadele caligmalarinda amag; zararlilar1 tamamen
ortadan kaldirmaya yonelik olmayip, populasyonlari lizerinde degisiklik yapmaktir. Bu
degisiklikler fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger bazi yontemler kullanilarak bulunduklari
populasyonu belli bir seviyeye indirmektir (Charriere and Imdorf 1999, Kilinger vd. 2010,
Sezer ve Ozalp 2011). Biiylik bal mumu giivesinin kovanda olusturdugu zararlara karsi
kabartilmis peteklerin korunmasi i¢in kimyasal (aliminyum fosfat, asetik asit, formik asit,
stilfiir, naftalin, metil bromid, kiikiirt, etilen dibromiir ve karbondioksit), fiziksel (sicak veya
soguk) uygulamalar ve biyolojik insektisitler (Bacillus thuringiensis) olarak gesitli yontemler
uygulanip denenmektedir (Burges and Bailey 1968, Ahmad et al. 1994, Charriere and Imdorf
1999, Kumova ve Korkmaz 2000, Akyol ve Korkmaz 2008, Akyol vd. 2009, Babarinde et al.
2013).

Son yillarda laboratuvar sartlarinda yapay besinler hazirlanip ve onlarla yetistirilen bocekler
ile farkli kimyasal yap1 ve etki mekanizmasina sahip olan antihelmintik, antibakteriyel,
antifungal ve antiprotozoal ilaclarin insektisit Ozelliklerine yonelik yapilan deneyler ve
calismalar {lizerinde yogunlasilmistir (Hamzaoglu 2012, Vuran 2012, Kastamonuluoglu 2013,
Biiyiikgiizel ve Kayaoglu 2014, Harmanci 2015, Calik et al. 2015, Kilig¢ vd. 2015, Hiz ve ark.
2016, Sugecti et al. 2016, Celik 2017).

Model organizma olarak gilinimiizde pek ¢ok bocek tirii deneysel ¢alismalarda
kullanilmaktadir. G. mellonella ise bu konuda iyi bir 6rnektir (Kavanagh and Fallon 2010,
Junqueira 2012, Harding et al. 2013). Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella laboratuvar
sartlarinda kolayca yetismekte olup, ekolojik adaptasyon kabiliyeti yiiksek, hayat dongiisiiniin
oldukga kisa, tek seferde ¢ok fazla yumurta verebilen, pek ¢ok sayida saglikli bireylerin elde
edilebildigi bir tiirdiir. Bu 6zelliklerinden dolay1 kliniksel olarak ilag deneme g¢alismalarinda
ve hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin etkinlik arastirmalar1 gibi bir¢ok alanda model
organizma olarak tercih edilmektedir (Jacobsen 2014, Champion et al. 2016, Hiz vd. 2016).
Bu bdcegin larvalari ve puplar bazi parazitoid boceklerin (endoparazitoid ve ektoparazitler)
laboratuvar kosullarinda ¢ogaltilabilmesinde yalanct konak olarak kullanilmaktadir
(Wiedenmann et al. 1992, Gupta et al. 1996, Bernardi et al. 2000, Biiyiikgiizel 2001b,
Biiyiikgiizel and Igen 2004, Biiyiikgiizel 2006). Ayrica G. mellonella gesitli yapay besinlerde



ve koyu renkli bal petegi (kulucka petegi) ile iyi gelismesini siirdiirebildigi i¢in biyolojik ve
kimyasal miicadele c¢alismalarina ilaveten endoparazitoid (Pimpla turionellae) ve
ektoparazitoid (Bracon hebetor) bocekler ile birlikte konak-parazitoid etkilesimi ile ilgili
calismlarda da kullanilmaktadir (Biiyiikgiizel 2001a, Biiyiikgiizel and Igen 2004, Biiyiikgiizel
2006, Biiyiikgiizel et al. 2011, Kayis ve Emre 2012, Alam et al. 2014). Laboratuvar
kosullarinda diger bazi parazitoid tiirlerin kitle halinde yetistirilmesinde G. mellonella konak
olarak da kullanilmaktadir (Grenier et al. 1986, Thomson 1986).

G. mellonella ekonomik agidan 6nemli yaklasik 160.000 tiire sahip olan Lepidoptera takimina
ait tarim zararlist giivelerdendir. Ekolojik olarak 6neme sahip olan Lepidoptera takiminda en
cok gbze carpan tir G. mellonella’dir. G. mellonella aricilik agisindan kovanda bulunan bal
petegi ve bal gibi an iirlinlerinde tahribata yol acarak ekonomik kayiplarin sekillenmesine

neden olur (Charriere et al. 1997).

Laboratuvar sartlarinda arastirmalar igin ideal arastirma bocegi olan G. mellonella’nin

sistematik siniflandirilmasi agsagidaki gibidir.

Kingdom (Alem) : Animalia — Hayvanlar Alemi
Phylum (Sube) : Arthropoda — Eklem Bacaklilar
Class (Sinif) : Insecta — Bocekler

Order (Takim) : Lepidoptera — Kelebekgiller
Family (Aile) : Pyralidae

Genus (Cins) : Galleria

Species (Tiir) : Galleria mellonella (Biiyiik Bal mumu Giivesi) (Linnaeus 1758).

G. mellonella holometabol bir bocektir ve yasam dongiisii, yumurta larva, pup ve ergin
evrelerinden olusmaktadir (Sekil 1.2.). Bocegin yasam dongiisiinii tamamlamasi i¢in gegen

stire haftalar ila aylar arasinda degisir ve hem biyotik ve abiyotik faktorlerden etkilenir
(Kwadha et al. 2017).



Sekil 1.2. G. mellonella yasam dongiisti, a-) yumurta, b-) 7. evre larva, c-) pup evresi,
d-) ergin evre (Bocek fizyolojisi ve Biyokimyasi Arastirma Laboratuvarinda
¢ekilmistir, Nur Emine SEFER).

Yumurtalar; ¢iftlesmis ergin disiler tarafindan birakilmaktadir. Yumurtalarii birakmak i¢in
bal aris1 kovanlarindaki arilarin kolayca ulasamayacaklar1 yerler olan yarik ve ¢atlaklari tercih
ederler. Buralara yumurtalarini kiimeler halinde birakilirlar ve her kiimedeki yumurta sayisi
ortalama 50-150 arasinda degiskenlik gosterebilir (Sekil 1.3). Yumurtalar ortalama 0,028 mg
agirhigina, 0,45 mm uzunluga ve 0,40 mm capa sahip, krem, beyazims: bazen de pembe
renginde olabilirler ve kiigiikliiklerinden 6tiirii ¢iplak gozle gormek ¢ok giictiir (Charriere and
Imdorf 1997). Birakilan yumurtalarin acgilma siiresi, ortalama 8-17 giin olup, bu siireyi
bulunan ortamin sicakligi ve nemi etkiler. A¢ilma siiresi 24-27 °C’de 5-8, 10-16 °C’de 35 giin

kadar siirmektedir. Gelismesinin durdugu sicaklik 9 °C’nin altidir.



(b)

Sekil 1.3. G. mellonella yumurtalari, a-) yeni birakilmig yumurtalar, b-) agilan yumurtalar
(Nur Emine SEFER).

Larval gelisim siireleri sicaklik, nem ve besin kaynagina baglidir. Besin kalitesinin larva
gelisimini ve bagisiklig1 arttirdigr yapilan galigmalarda gosterilmistir. Tiim yasam dongiisii
boyunca sicaklik ve bagil nem gibi abiyotik faktorler ¢ok Onemlidir. 29-35 °C sicaklik
ortalama gelisme i¢in optimum oldugu gosterilmistir ve 15 °C’nin altindaki sicakliklarda
gelismeleri durur. Balmumu giivesi gelisimi i¢in uygun nem araliklar1 i¢in higbir rapor
bulunmamasina ragmen, yapilan ¢alismalarda % 29-33 bagil nemin hayatta kalim i¢in uygun
oldugunu gostermektedir. Bu gozlemler, bocegin tropik ve subtropiklerde hayatta kalma
kabiliyetini giiclii bir sekilde desteklemektedir. Bu siire sicaklik ve besin durumuna gore
ortalama 40 giindiir. (Charriere and Imdorf 1999, Cyborovsky 2000, Kwadha et al. 2017).

Larvalar sari-krem olarak degisen renge sahiptirler (Sekil 1.4).



Sekil 1.4. G. mellonella 7. Evre larvalar (a-c), ag érmeye baglamis larvalar (d) (Nur Emine
SEFER).

Larvalar besinde hizli bir sekilde hareket edip ilerlerler ve bunun neticesinde besinde
beslenme tiinelleri olustururlar. Larvalar vermiform tipe sahip olup, stemma olarak
adlandirilan tek gérme organi bulunmaktadir. Yumurtadan ¢ikan G. mellonella 7 larval evreye
sahiptir. Larval gelisim siireleri besin kaynagi, sicaklik, neme bagli olarak degisiklik gosterip
ortalama 40 giin siirer. Gelismleri 15 °C’nin altindaki sicakta dururken, 29-35 °C’de en iyi
gelisimi gosterir (Charriere and Imdorf 1999, Cyborovsky 2000). Ari1 kovanlarinda bulunan
petek, mum, polen gibi madde artiklariyla beslenip kovanda tahribata neden olurlar.
Gelismesini tamamlayanlar 28 mm’ye kadar ulasabilir. Gelisimini tamamlayan larvalarin
beslenme faaliyeti durur ve pup haline gegmek icin kozalarini érerler (Tutkun ve Bosgelmez
2003).

Pupa donemi ortam sartlarina gore degisiklik gostererek 8 ile 62 (1-9 hafta) giin arasindadir
(Sekil 1.5). Normal kosullarda pup olma siiresi 8-14 giin olmaktadir. Pupa déneminde



beslenme faaliyeti olmaz. Bu donem bagkalasim (metamorfoz) dénemidir. Pupa doneminde
beslenme olmadigindan peteklerin zarar gérmedigi bir donemdir (Eischen and Dietz 1987,

Charriere and Imdorf 1997, Ozer 1962).

Sekil 1.5. G. mellonella pup evresi (Nur Emine SEFER).

Disi erginler erkeklerden daha biiyiik ve iri olup, kelebeklerin renkleri agik kahverengi-sari-
griye dogru degismektedir (Sekil 1.6 ve Sekil 1.7). Kosullara bagli olarak omiir siireleri de
cinsiyetlere gore degisiklik gosterir; disilerin 1-3 hafta, erkeklerin 2-4 hafta arasinda yasam
stireleri degismektedir (Charriere and Imdorf 1999). Disi giive, erkeklerin tarakli (¢entikli)
kanat marjinin tersine neredeyse diiz bir distal forma kanatlara sahiptir. Disiler agiz pargalari
gaga benzeri bir gorlinlim (sivri burun) veren ileriye dogru c¢ikint1 yapan bir labial palpe
sahiptir; fakat erkeklerde agiz parcalar1 keskin bir sekilde yukar1 dogru kivrilir ve igeri dogru
cengelli bir vaziyette goriiniir (Kwadha et al. 2017).

Erginlerin 3 viiciit bolimi vardir ve boélimler cephalo (bas), thorax (gogiis) ve abdomen

(kuyruk) olarak siralanir. Baglar1 g6z, anten ve agizdan olusmaktadir. Gozlerin yapist bir ¢ift

bilesik gozle ii¢ adet kii¢iik nokta goz seklinde olup anten bipektinant yapida, agiz ise emici
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agiz tipine sahiptir. Hem erkek hem de disiler, kendi segmentlerinde (erkeklerde 40-50 ve
kadinlarda 50-60) farklilik gosteren ayni anten tipine sahiptir. Thorakslari; prothoraks,
mezothoraks ve metathoraks olmak iizere 3 segmentten olusur. Iki ¢ift kanatlara sahiptirler ve
bu kanatlar mezothoraks ve metathorakstan ¢ikmaktadir. Biiylik balmumu giivesi, koksa,
trohanter, femur, tibia, tarsus ve pre- tarsustan olusan tipik alti parcali lepidopteran bacaga

sahip olup, ti¢ ¢ift bacaga sahiptirler ve bocegin bacak tipi ylirliylici tipidir.

Sekil 1.6. G. mellonella ergini (erkek) (Nur Emine SEFER).
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Sekil 1.7. G. mellonella ergini (disi) disi esey organlar1 (Nur Emine SEFER).

Genital yapilarin bulundugu Abdomen 11 segmentlidir ve abdomende bir telson kismi
bulunur. Genital yapilar abdomenin 8. ve 9. segmentinden ¢ikar. Esey organlar ise diside 8.
sternumda bulunmaktadir. Disilerde bu kisimda ovipositor olarak adlandirilan bir boru
bulunmakta olup, bu boru yumurta birakmaya yaramaktadir. G. mellonella erkeklerinde
disilerden farkli olmak tizere kavusma boslugu bulunmaktadir. Erginlerin giftlesme igin giin
icinde aktif olduklari donem karanlik ya da gece saatleridir (18:00-24:00). Erginler aksam
saatleri oldugunda ¢aliliklar veya agaclarin oldugu bolgeleri tercih ederek ciftlesirler ve
yaklagik 24 saat icerisinde ¢iftlesmektedirler. Erkek giiveler kanatlariyla disileri uyarmak igin
timpanal bir organdan akustik bir ses iiretir. Erkekler disi ¢eken ve sonucta ciftlesmeye neden
olan seks feromonunu serbest birakir. Ciftlesmede feromonlar ile birlikte kullanilan ultrasonik
ses palplar1 tiretebilmektedir. Erkeklerin disilerden (disiler ortalama 12 giin, erkekler ortalama
21 giin) daha uzun bir émrii vardir (Hamida 1992, Ozer 1962, Kwadha et al. 2017).
G. mellonella disileri aksam olup karanlik ¢okiince yumurtalarmi birakmak igin diger
kovanlara nazaran daha pasif kovanlar se¢ip kovanda bulunan yarik ve ¢atlaklardan igeri

girerler ve arilarin ulasamayacaklar1 kovanin en iicra yerlerine yumurtalarini birakirlar.
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G. mellonella’nin viicut ortiisii 2 tabakadan meydana gelmis olup, iist kisimda ektoderm
kokenli epidermis ve kaide zari, alt kisimda peritondan meydana gelen kutis bulunmaktadir.
Ustte bulunan deride kiitikula olusturan bezler, feromon bezleri gibi bircok bez bulunmaktadir
(Demirsoy 2006). Semiyokimyasallar (yari- kimyasallar), canli organizmalar tarafindan
cevrelerine salinan ve sinyali algilayan sonraki bir bocek organizmasinda davranigsal veya
fizyolojik bir tepki veren kimyasal bilesiklerdir. Bunlar genis bir yelpazedir ve feromonlar ve
allelokimyasallar olarak iki gruba ayrilir. Son on yilda, boceklerin kimyasal ekolojisinde,
analitik ve elektrofizyolojik tekniklerin ve ekipmanlarin mevcut olmasinin yani sira mevcut
olanlarin iyilestirilmesinin ardindan 6nemli gelismeler olmustur. Bal arilar1 en ¢ok ¢alisilan
canlt organizmalar arasindadir. Bocekler bu teknikleri kovan kaynaklarini yetigkinler ve
olgunlagmamislar icin ve ovipozisyon alanlar1 olarak kullanirlar ve daha da Onemlisi,
kolonileri bulmak i¢in kovanla iligkili benzersiz kimyasal ipucglarindan yararlanirlar. Biiytik
balmumu giivesi, erkeklerin tirettigi ve 6zgiil disiler tarafindan algilanan seks-feromonlar ve
akustik sinyaller tarafindan kolaylastirilan benzersiz bir ¢ift olusturma davranisi sergiler.
Yapilan caligmalarda G. mellonella'da akustik sinyallerin ve seks feromonunun sirasiyla uzun

ve kisa menzilli ¢iftlesme ipuglarina hizmet ettigini ileri stirmektedir (Kwadha et al. 2017).

G. mellonella’nin viicut ortiisii asagidaki gibidir.

VUCUT ORTUSU
Embriyonik Olarak Fizyolojik Olarak
Epidermis  Kutis Epidermis Kaide Zar1 Kutikula
Epikutikula
Prokutikula
Subkutikula

G. mellonella, bal arilarinin (A. mellifera) yogun olarak bulundugu bélgelerde 6zellikle de
diistik rakimli, 1liman iklim kusaginda sahip yerlerde bulunup yayilim gosterirler. Tiim
diinyada aricilar agisindan petekleri korumada sikintiya diisiilen ve 6nem teskil eden zararli

olarak bilinir. Biiyiik bal mumu giivesinin pup ve ergin evreleri peteklerde bir tahribata neden
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olmazken larvalar1 peteklerde biiylik zararlara sebep olmaktadir. Kovanda ari puplarinin
lizerine aglar yaparak puplarin agilmasinda engel olusturup ar1 populasyonuna ve

populasyonun gelismesine zarar verirler (Demirsoy 2006).

Bal aris1 kovanlar1 Galleria mellonella agisindan erken safhada kontrol edilmedik¢e kovanda
biiyiik hasara neden olur, ¢linkii Galleria mellonella larvalari balmumu, polen ve petekler ile
beslenir. Bu bal peteginin tahrip olmasina ve zayiflamis kolonilerin bozulmasina yol agar
(Garedew et al. 2004). Arilarin goézetimsiz biraktigi kovanlarda peteklerde renk degisikligine
sebep olarak ciddi hasar meydana getiriler. Zayif ve o6lii kolonilere sahip kovanlar ve
depolama alanindaki petekler giiveler tarafindan saldirtya miisait durumdadir. Zararli yaz
aylarinda birgok balmumu deposunda yaygin olarak goriiliir. Balmumu, bal arilarinin en
yararl iiriinlerinden biridir. Balmumu birgok besin maddesi icerir. ila¢ endiistrisinde, dis
hekimliginde ve kozmetikte kullanilir. Galleria mellonella, diinyadaki balmumunun en yikici
ve ekonomik olarak onemli zararlilarindan biridir. Galleria mellonella ile birlikte iran'da

iretilen ekonomik kayip % 38'e kadar ulagsmistir (Jafari et al. 2010).

Aricilik sektoriinde onemli kayiplara neden olan G. mellonella larvalari karanlik, sicak,
havalandirmasi yetersiz Ortamlarda depo edilen peteklerde de biiylik zarara neden olurlar.
Bocegin en biiylik diismani arilar oldugundan saglikli aktif ve giiglii koloniler is¢i arilar
tarafindan kontrol edilir ve boylece zarar pek fark edilmez veya az olur ancak anasiz ve yash
anaya sahip koloniler ile daha Once pestisit veya hastaliklara maruz kalarak zayif diismiis bal
arist kolonilerinde G. mellonella biiyiik kayiplara ve zarara sebep olmaktadir. Ulkemizde
bulunan mevcut 5.000.000’a yakin koloninin yaklasik 600.000 adedi G. mellonella ile farkli
yogunluklarda kontamine durumdadir (URL-1 2018).

Ulkemizde bulunan ar1 koloni basina verimliligin diinya ortalamasindan diisiik olmasinda bal
aris1 paraziti ve zararhlar1 dnemli faktordiir. Ulkemizde bal ve balmumu iiretimi iizerinde
yogunlasilmigtir. Ulkemizin sahip oldugu yaklagik 4.700.000 adet koloniden 75.000 tona
yakin bal ve 3.483 ton balmumu iiretimi yapilmaktadir. Aricilik sektdriindeki zararlar
peteklerde olusan sorunlar, mum {iretim sorunlari; aricilarin petek muhafazasinda yeterli bilgi
ve bilince sahip olmamasi, kabartilan petekleri yillarca kullanmalari, mum isleme
teknolojisinde bulunan eksikliklerden kaynaklanmaktadir. Bu sebeple kabartilmis petegin ve

balmumunun G. mellonella’dan korunmasi 6nem arz etmektedir (Akyol ve Korkmaz 2008).
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Bal insanlar i¢in 6nemli bir besindir ve arilarin diger besinsel ihtiyaglar1 da biiyiikk 6nem
tasimaktadir ve bu sebeple G. mellonella’nin aricilik sektdriindeki olumsuz etkisinden dolay1

bu tarim zararlisiyla miicadele yontemleri 6nem kazanmistir (Delaware 2000).

Ayrica laboratuvarda endoparazitoid ve ektoparazitoid biyolojik kontrol grubu bdceklerin
kiiltiriniin devamliligr igin biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella yalanci konak olmak
tizere kullanilir. Endoparazitoid bocek tiirii olan Pimpla turionellae L. (Hymenoptera:
ichneumonidae) i¢in kiiltiir devamliligini saglamak amaciyla tercih edilen en uygun konak G.

mellonella L. puplaridir (Yazgan 1981, Sugecti et al. 2016).

Parazitoit bocekler yumurta, larva ve pup olmak lizere gelisim donemlerini konakgi lizerinde
gerceklestirip, ergin evreye ulasinca serbest bir sekilde yasamlarina devam eden boceklerdir

(Boz ve Giilel 2012).

Parazitoidlerin larvalarmin beslenme sekline gore endo ve ekto parazitoidler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadirlar (Wharton 1993, Godfray 1994). Endoparazitoidler, konagin icine
yumurtalarini birakir ve konagin sahip oldugu besinini kullanip gelisimine devam ederler
(Driesche 1988, Faulds 1991, Raguraman and Singh 1999). Ektoparazitoidler ise
yumurtalarini konak icine degil konak yiizeyine birakirlar. Bu parazitoid bocekler konak
viicudu i¢ine gomiilii sekilde agiz pargariyla beslenmesini ve gelisimini devam ettirir (Giilel

1982, Melton and Browning 1986).

Biyolojik miicadele g¢aligmalarinda kullanilan parazitoid bocegin laboratuvar kosullarinda
yogun olarak {iiretiminin yapilmasi i¢in parazitoid bdcek ve konagin ayni zamanda
laboratuvarda yetistirilmesi gerekir. P. turionellae nin kiiltiire cok kolay alinabilme 6zelligi
mevcuttur. P. Turionellae disileri lepidoptera takimina ait bdceklerin (konak bdcegin)
puplarina parazitleme islemini gerceklestirdigi i¢in bu konak bocegin gelisimini tamamen
engellemesine neden olur ve bdylece biyolojik miicadele yoniinden 6nemli bir bocek tiirii
halini alir (Harmanci 2015).

G. mellonella ile fiziksel miicadele yontemi 2 sekilde olmaktadir. Birincisi ergin disilerin
degisik yontemlerle yakalanip Oldiiriilmesi seklinde, ikincisi ise sicak veya soguktan
yararlanarak zararli ile miicadelesidir. Fakat bu yontemler ile arilarin bulunduklar1 koloni

ortaminda uygulamalarda bulunmak pek miimkiin olmamaktadir. Ancak depo edilen
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kabartilmig peteklerde veya farkli amaglarla kullanilacak bal mumlarinin korunmasinda tercih
edilebilecek bir yontemdir. Her iki yontemde de sicaklik veya sogukluk derecesi ile zaman
birbirine bagimli seyreder. Sicakligin artmasi veya diismesi uygulama siiresinde azalmaya
tersi durumda ise artmaya neden olur. Yontemlerden sogutma islemi uygun ve ucuz bir metot
olup gerekli sartlar saglandiginda rahat ve giivenle kullanilabilir. Sicaklik uygulamasi pratik
ve ucuzdur fakat arilarin bulundugu ortamlarda ve balli peteklere tatbik etme imkaninin
olmamasindan dolay1 sinirli bir uygulamadir. G. mellonela ortam neminin % 70 ve ortam
sicakliginin 4 °C oldugu durumlarda gelismektedir. Biiyiik balmumu giivesini 6ldiirmek i¢in
45 °C’nin tlizeri sicakliga ihtiya¢ vardir. Yiiksek sicakliklarda kovanda hem arilar zarar goriir
hem de bal mumu erir ve petek gozleri deforme olur, petekler tekrar kullanilamazlar ve
petekteki bal korunamaz. Bu sicaklik uygulamasi yontemi daha ¢ok bos kovan ve ballik gibi
aricilik malzemelerinin zararlidan arindirilmasinda ve petek olarak saklanmayip temel petek
yapiminda veya farkli alanlarda kullanilacak bal mumunun korunmasinda yaygin olarak tercih
edilmektedir. Peteklerin eritilmesinde 70-80 °C gibi yiiksek sicaklik degeri parazitin tiim
evrelerinin 6lmesi icin yeterlidir. Her iki yontemin de olumsuz tarafi ar1 bulunan kolonilerde
ve bal bulunan peteklerde uygulanamamasidir (Akyol 2013, Kumuva ve Korkmaz 2000).
Peteklerin soguk hava depolarinda veya 10°C’nin altinda saklama islemi G. mellonella larval
gelisimini etkiler ve yumurta agilimi tizerinde engelleyici etkide bulunur. Tim gelisme
donemlerindeki Galleria mellonella’yr ve yumurtalarin1 6ldiirmek igin petekler belli
sicaklikta (-12 °C’da 3 saat veya—15°C’da 2 saat, 60 °C'de 34 saat tutulmasi)
bekletilmektedirler (Cymborowski 2000, Kumuva ve Korkmaz 2000). Petekler iizerinde
olusturdugu tahribatlar neticesinde verim kaybina neden olmaktadirlar. 1 kilogram balmumu
tiretimi i¢in bal arilarin 5-25 kg bal tliketmeleri gerekmektedir. Bdylece kolonilerin ihtiyaci
olan olan peteklerin yapimi esnasinda, arilar bal {iretimi i¢in harcayacaklari enerji ve zamani
kullanarak kolonilerde verim kaybina neden olmaktadirlar. Bu durum ekonomik agidan

degerlendirildiginde aricilarin etkilenmesi onem teskil etmektedir (Kumuva ve Korkmaz
2000).

Kiiltiirel ve diger Onlemler olarak bal mumu giivesinin gelismesi, ¢ogalmasi ve zarar
vermesine engel olmak igin alinacak onlemler bu grupta yer alir. G. mellonella ¢ok
kullanilmis siyah petekleri ¢ok sever bu sebepten kararmis peteklerin kovanda uzun siire
tutulmayip sonbaharda toplanarak temel petek yapmak {iizere eritilmesi lazimdir. Kovandaki
ihtiya¢ durumunda kolonilere temel petek veya beyaz petek verilmesi G. mellonella nin

cogalmasini engellemekte kullanilabilmektedir. Arilara yeterli besin kaynaklarini sunarak
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koloni kuvvetli hale getirilmeli ve ar1 kovaninda bulunan catlaklar varsa kapatimalidir.
Canlinin kovanda gelismesi i¢in kovanda bulunan malzemelerin de Onemi biyiiktiir.
Kovanlarin yapilis sekli ve yapildigi malzeme, kovanda arilarin ulasamayacaklar1 yarik,
catlak veya boliimler, zararlinin girisini kolaylastiracak delikler kovanda olusabilecek tahribat
ve zarar da c¢ok oOnemlidir. Ayrica, aricilarin pestisit kullanimini en aza indirmek lazim,
petekler diizenli olarak degistirilmeli ve kovanlarin bakimi diizenli olarak yapilmalidir ve
Galleria mellonella tarafindan istila edilmis petekler imha etmelidir. Koloni kontrollerini
daha dikkatli yapmali, yapilan kontrollerde yerleri degistirilen peteklerin arilarin
ulasamadiklar1 yerlere ulagsmasint saglamali ve koloni olarak kullanilacak petek
biiyiikliigiiniin iyi ayarlanmasi lazimdir. Ayrica, aricilarin, hasere saldirilarina karsi hassas
olan kovanlar1 ve kolonileri zararlilara ve hastaliklara karst koruyan kovan iiriinleri
(balmumu, bal ve polen depolar1 gibi) i¢in uygun bir depolama yontemi gelistirmelidir.
Ancak, kiiltiirel uygulamalar sikicidir ve kiigiik 6lgekli aricilik faaliyetlerinde en iyi sekilde
calisir (Akyol 2013, Kwadha et al. 2017). Kisin saklanan peteklerin arasina sofra tuzu
konulmasi ve kovanin alt kisimlarina tuz serpilmesi de miicadele yontemidir. G. mellonella
miicadelesinde kesinlikle naftalin kullamilmamalidir. Ona alternatif olarak kekik, ceviz
yapragi, defne yapragi ve lavanta ¢igegi peteklerin arasina konularak uygulanan miicadele

yontemidir (URL-4 2018).

Biyolojik miicadele bir canlinin populasyon yogunlugunu kontrol etmek i¢in baska canlilarin
kullanilma yontemine denir. Ilk kez biyolojik miicadele terimi 1919 yilinda ABD’den
H.S.Smith tarafindan kullanilmistir. Eski Misirlilarin 5000 yil kadar once farelere karsi
kedileri kullanmalar1 biyolojik miicadelenin baslangici sayilmaktadir. 1000 y1l kadar 6nce de
Cin’de karincalarin avcir bocek olarak kullanildigr bilinmektedir (URL-5 2018). Bu amagla G.
mellonella’y1 kontrol altina almak igin ¢esitli Bakteriler, nematodlar, funguslar ve predatorler
(avcl bocekler) ve parazitoidler kullanilmaktadir. Fakat bu uygulamalarin tamami laboratuvar
sartlarinda basarilidir, depolanmis petekler iizerinde veya kolonide kullanilmas1 ayni sekilde
basarili olmamaktadir. Bununla birlikte kullanim gii¢liigii ve ekonomik olup olmamasi da
pratikte kullaniminin yayginlagsmasini engelleyen faktorlerdir. Bacillus thuringiensis, Bracon
hebetor, Trichogramma tiirleri biyolojik miicadelede kullanilan biyolojik ajanlardir. B.
thuringiensis isimli bakteri biyolojik miicadele amaciyla kullanilan ve basarili sonuglar alinan
en 6nemli bakteridir tliriidiir. B. thuringiensis in insanlara ve bal arilarma olumsuz bir etkisi
yoktur ancak sporlar1 geng mum giivesi larvalar tarafindan sindirim sistemine alindiklarinda

zehir etkisi yapmakta ve oliimiine sebebiyet vermektedir. insanlara ve bal arilarma karsi
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zararsiz olmasi bakteri sporlarmin veya Kristallerini bal arist kolonilerinde kullanimini
saglayabilmekte ve boylece bu yontemi diger yontemlere kiyasla daha avantajl kilmaktadir.
Bu yontemin kolonide yapilmasini siirlayan en onemli faktér kovan kosullarinin sicak ve
nemli oldugu durumlarda spor ve kristallerin hizla par¢alanmasi ve bunlarin korunmasi i¢in
de onlemler almaya gereksinim duyulmasidir. Burges tarafindan enfekte petekler izole edilir
ve Bt icine batirilir veya kovanda ise siispansiyon ile piiskiirtillerek yapilan ¢alismada Bt
sadece ilk sezonda etkili olusmustur ancak ikinci ve tigiincii ¢calismalarda larva 6liim oranini
onemli derecede diisiirmiistiir. Ayr1 bir ¢caligmada, Gulati ve Kaushik Bt'nin sadece 13 ay
boyunca etkili oldugunu bildirmislerdir. Burges yaptig1 g¢alismada ergin donemde, bal
arilarinin mumlar biriktirdigini ve bunun da Bt'nin spor igerigini seyrelttigini ve bakterinin
bozuldugunu belirmistir. Williams daha oOnce spor formiilasyonlarini uygulamak igin
gelistirilen yontemlerin ekonomik olarak uygun olmadigini ileri siirmiistiir (Akyol 2013,

Kwadha et al. 2017).

Biyolojik miicadele cergevesinde zararli bocekler ile miicadele yontemlerinden biri juvenil
hormon analoglarindan pyriproxyfenindir. Canli viicudundaki biyokimyasal aktivitelerde
degisikliklere sebep olmaktadir. G. mellonella iizerinde juvenil hormon kullanilarak yapilan
bir calisgmada canlinin yasamsal faaliyetlerinde gerekli olan biyokimyasal bilesenlerde
degisiklikler ortaya cikarmis ve kullanilan bu hormonun biyolojik miicadele siirecinde

kullanilabilecegi tespit edilmistir (Tungsoy ve ark. 2012).

Kimyasal miicadele; zararl1 popiilasyonlarini ekonomik zarar esigi altinda tutmak amaciyla
miicadele caligmalarinda kimyasal bilesiklerin kullanildig1 zirai miicadele yontemidir.
Kimyasal miicadele yontemi en ¢ok tercih edilip kullanilan, uygulanmasi kolay, sonuglarinin
cok kisa zamanda gozle goriilebilen bir miicadele yontemidir. Etkinligini kisa siire ig¢inde
gosterir ve zararhlara karsi miicadele c¢alismalarinda ilk sirada diisiiniilen miicadele

yontemidir (Akyol 2013).

Ulkemizde ¢ok yaygin olmasina ragmen, cevreye verdigi olumsuz etkilerden dolay:
giniimiizde gelismis tlkelerde bu yontemden yavas yavas vazgecilmektedir. Kimyasal
miicadele yonteminde kullanilan kimyasal bilesiklere ‘Pestisit’ ad1 verilir. Pestisitler tarimsal
iriinlere zarar veren hastalik etmenleri, zararlilar1 ve yabanci otlar1 6ldiiren, ortadan kaldiran
bilesikler olarak tamimlanirlar. Yabanci kaynakli olan pestisit kelimesi; pest(:zararli),

cide(:6ldiirlici) anlamina gelmek {iizere, zararli 6ldiirlicii anlamindadir. Pestisitlere genelde
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tarim ilact adi verilmektedir. Pestisitlerin etkiledikleri canli gruplarina ve bunlarin biyolojik
donemlerine gore isimlendirilirler (Cizelge 1.1). Kimyasal miicadele yonteminin de en biiyiik
dezavantaji ar1 bulunan kolonide bulunan peteklerin korunmasinda kullanilamamasi olup,
kimyasallarin bir gogunun bal mumunda ve balda kalint1 sorununun olusmasidir. Son yillarda
peteklerin tlizerine piiskiirtme seklinde uygulanan koruyucu ilaglar kullanilmaya baglanmistir.
Fakat kimyasal kullanim1 gerektiren baz1 yontemlerin kullanilmasi, kimyasal kalint1 problemi
olan petekleri insan sagligi agisindan da problemli hale getirmektedir. Tirkiye’de G.
mellonella’ya karsi senclerce Naftalin (Paradichloobenzen) kullanilmis ve yasaklanmasina
ragmen bir ¢ok arici tarafindan hala gliniimiizde de tercih goriip kullanilmaktadir. Naftalin
elbise dolaplarimizin i¢ine kadar girmis bir {irlin olup insan sagligi acisindan oldukga
zararlidir. Naftalin siiblimlesme ile bulundugu ortamin havasina karigabilmekte ve ayni
zamanda balmumu igerisine de nufiiz edebilmektedir. Bu da tipki diger kimyasal ilaglar gibi
kalint1 problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kimyasal ilag segiminde tercihi, kullanimindan
otiri kolayligin olmasi ve tiim bdlgelere daha kolay niifuz edebilme kabiliyeti ile fumigant
ilaglar olusturur. Ulkemizde bu fumigant ilaglar G. mellonella’ya karsi heniiz ruhsat
almamistir. Bu ilaglarin kullaniminda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir husus gaz sizdirmaz
Ozel ortamlarin hazir olmasi gerekmesidir. Aricilar tarafindan kullanilan dumanla
dezenfeksiyon islemi ar1 kovanlarinda G. mellonella nin kontrolii i¢in kullanilan eski bir
yontemdir. Diinyada yaygin olarak kullanilan kimyasallar; Kiikiirt Dioksit (SO2), Karbon
Dioksit (CO2), Kalsiyum (Ca), Metil Bromit (CH3Br), Etilen Dibromit (EDB), Naftalin
(Paradichlorebenzen (PDB), Asetik Asit, Formik Asit vb. uygulamalaridir. Fakat kullanilan
bu fumigantlar bocek {izerinde tam etkili degildirler. Bununla beraber bu tiir fumigantlarin

insan ve bal arilarina kars1 zararl etkileri vardir (Akyol 2013, Giiner 2009, URL-6 2018).
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Cizelge 1.1. Pestisitlerin etkiledikleri canli gruplarina ve bunlarin biyolojik donemlerine gére
isimlendirilmesi

Etki ettigi canh grubu Pestisit ismi Etki ettigi canli grubu Pestisit ismi
Bocekler Insektisit Funguslar Fungusit
Akarlar, ortimcekleri Akarisit Funguslarin Faaliyetini | Funfustatik
durduran
Nematodlar Nematisit Yabanci otlar Herbisit
Yumusakgalar Mollusisit Bakteriler Bakterisit
(Salyangozlar)
Kemiriciler Rodentisit Algler Algisit
Kuslar Averisit Kagiricilar Repellentler
Yaprak bitleri Afisit Cekiciler Atraktanlar
Etki ettigi biyolojik donem Pestisit ismi
Larva donem Larvisit
Yumurta donemi Ovisit
Hem yumurta hem larva dénemi Ovarlarvasit
Ergin donem Adultisit

Artan diinya niifusunun gida ihtiyacini karsilayabilmek icin kalitesi ve verimi yiiksek {iriinler
maliyeti diisiik ¢evre kirliligine yol agmayan tedbirlerin alinmasi ile miimkiindiir. Fakat
diinyada ve yurdumuzda iirin artisin1 saglayabilmek adina tarim zararlilar ile miicadelede
“‘pestisit’> adi verilen kimyasallar ¢okca kullanilmaktadir. Pestisitlerin kullanimi iiriin
miktarlarinda artisa neden olmalarina ragmen c¢okca ve bilingsizce kullanimi gidalar iizerinde
uzun siire kalarak cevre kirligine sebep olup, insan saglig: i¢in zararlidir (Kurutas ve Kiling
2003). Insektisitlerin biiyiik bir kismi bdceklerin merkezi sinir sistemine etki ederek
oliimlerine neden olurlar. Sinir sisteminin hassasiyeti liim nedeni olusturur. ilk hedefleri
baska yerler olsa bile son etkileri sinir sistemi {izerinedir. Viicut insektisit ile etkilesime
girdiginde, insektisitlere karst koyma mekanizmasina sahip olup metabolik pargalanma ve

bosaltim mekazizmasi seklinde insektisitlerin etkisini azaltir (Aydin ve Mammadov 2017).
Organofosfatli insektisitler ve karbamatlar asetilkolinesteraz inhibitorleri grubunda yer

almaktadir. Giiniimiizde hala ortalama 200 farkli organofosfathi insektisit ve 25 karbamat

grubu insektisit kullanilmaktadir. Organofosfatl insektisitler, fosforik asit veya fosforotiyoik

20



asit esterleri olup fosfor atomuna baglanan kimyasalin 6zelliklerine gore degisse de genellikle
asetilkolinesteraz iizerine etki gosterirler. Asetilkolinesteraz (AChE) enzimini sinir sisteminde
inhibe edip, aktivitesini engeller ve sinir uglarinda asetilkolin (ACh) birikmesine sebep olur.
Sinir uclarinda biriken asetilkolin (ACh) ile birlikte sinirsel iletimin geri doniilmeyecek bir
hal alir ve bloke edilip 6liimle sonuglanir. Karbamatli insektisitler ise karbamik asit esterleri
olup asetilkolinesterazi inhibe ederek sinirsel iletimi bloke ederler. Her iki grubun ana
toksisite mekanizmasi asetilkolinesteraz enziminin inhibisyonu seklindedir. Toksikokinetik ve
toksikodinamikleri yan zincirlerinde bulunan yapisal farkliliklardan otiirii farklilik gosterir

(Ozkaya ve ark. 2013, Aydin ve Mammadov 2017).

Tarim zararlilar1 ile miicadelede kullanilan kimyasal maddenin etkileri bocek tiirline ve
kullanilan kimyasalin ¢esidine gore farklilik gostermektedir (Ahmad et al. 1997, Soderlund
and Knipple 1999, Biiylikgiizel 2001a, Mcleod et al. 2002, Riberio et al. 2003, Biiyiikgiizel
2009, Santos et al. 2011, Durmusoglu vd. 2011, Biiyiikgiizel ve Kayaoglu 2014). Zararlilara
kars1 yapilacak etkili bir miidahalede ilgili bocek tiiriiniin biyolojisinin, yayilis alanlarinin,
zarar verme seklinin ¢ok iyi bir sekilde bilinmesi lazimdir. Bununla beraber miicadelede
kullanilacak kimyasal maddenin bu zararl tiir tizerinde olan etki mekanizmasinin bilinmesi
gerekmektedir. Bu sebeplerden 6tiirii kimyasal miicadele yontemlerine alternatif olarak hedef
zararlilar ile yapilan miicadele galigmalarinda hedef olmayan diger canlilar {izerinde daha az
toksik etkisi bulunan antihelmintik ilaglar tercih edilip laboratuar sartlarinda denenmeye
baslanmistir (Biiyiikgiizel ve Kayaoglu 2014, Calik et al. 2015, Kili¢ vd. 2015, Sugecti et al.
2016, Celik 2017).

Antihelmintik ilaglar, insan ve hayvan viicudunda solunum yollari, mide-bagirsak (sindirim
kanali), kalp, goz, karaciger ve diger organlara yerlesen parazit helmintler iizerinde etkisi
bulunan ilaglardir (Kaya vd. 2007). Insan tibb1 ve veterinerlik tibb1 i¢in ¢ok dnemli bir yere
sahiptir (Holden-Dye et al. 2007). Antihelmintik ilaglarin i¢ parazitleri olan helmint tizerinde
etkisi ya onlar1 konak¢inin viicudunda dldiiriirerek ya da viicut digina atilmalarini saglayarak
hedef canliy1 bu parazitlerden arindirmasidir. Antihelmintikler etkilerini zararlinin enerji
metabolizmalarin1 bozarak, {iremelerini, sinirsel iletimlerini ve diger bazi mekanizmalari
tizerinde etki yaparak gostermektedir. Bu ilaglarin hayvanlarda kullanimi dénemler halinde
haftalik, aylik veya mevsimlik olmak iizere viiciitta bulunan parazit sayisin1 azaltmak amact

icindir (Kaya vd. 2007).
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Helmentiazis ise helmintler ile olusan enfeksiyon grubuna verilen bir addir. Helmintler ile
bulasan hastalar az gelismis iilkelerde ve tropikal bolgelerde daha ¢ok rastlanmaktadir. Son
yillarda globallesme ile gelisen teknoloji diinyanin daha da kiigiilmesine sebep olup bu
enfeksiyonlara yol agmaktadir. Bu durum tiim diinya i¢in 6nemli bir saglik sorunu haline
gelmistir. Helmint kaynakli hastaliklar tiim diinyada hemen hemen iki milyardan fazla insana
olumsuz etki etmektedir ve diinya Saglik Orgiitii yaklasik 2 milyar insanm viicudunda parazit
solucan enfeksiyonlar1 barindirdigin1 bildirmektedir (Holden-Dye et al. 2007). Giiniimiizdeki
parazit hastaliklarina daha once karsilasmamis topluluklar turizm, hizli ulasim kosullari,
iltica, toplu gocler askeri operasyonlar gibi sebeplerden 6tiirii yakalanabilirler. Bu sebeplerden
Otiirii  parazit hastaliklar1 belirli bir boélgelerin  hastaligi olarak degerlendirilmeye
alinmamalidir (Korkmaz 2006). Antihelmintiklerin hayvancilik faaliyetine etkisi gida
tiretiminde etki olusturup ekonomide ©nemli yer almaktadir (Holden-Dye et al. 2007).
Gastrointestinal nematodlar, sigirlarda ekonomik kayiplardan sorumludur ve diisiik siit

tiretimi, azalan ¢alisma verimliligi ve hatta 6liim ile karakterizedir (Ali et al. 2018).

Insanlar igin patojen olan helmintler farkli sinir sistemi ve organlara sahip kompleks cok
hiicreli organizmalardir. Siniflandirilmast yuvarlak (nematodlar) ve yassi kurtlar seklindedir.
Yass1 kurtlar yapragimsilar (trematodlar) ve seritler (sestodlar) olmak iizere ikiye ayrilir. Bu
ayrimla birlikte onlarin kemoterapiye olan duyarliliklar1 énemli bir tablo olusturmaktadir.
Bazi istisnalar haricinde (Echinococcus ve Strongyloides gibi) helmintler insan viiciidunda
cogalmaz. Bu sebeple helmintlere maruz kalma siiresi ve alinan helmint sayis1 infeksiyonun
siddetini belirlemektedir ve bdylece bu durum kemoterapinin seklini belirlemede 6nem arz
etmektedir. Bakteri, virlis ve protozoonlarin tersine, helmintlerin bir ¢ogu insan viicudunda
hayat dongiisiinii tamamlayamaz ve sayisini arttiramaz. Bu nedenle ¢ogunlukla alinan infektif

parazit sayisi enfeksiyonun agirligini belirlemektedir (Korkmaz 2006).

Parazitik nematodlar, insanlar ve bircok hayvan tiirline etki eder. Bitkileri parazit yapan
nematodlar tarim i¢in kiiresel bir problemdir. Boylelikle, bu nematodlar insan sagligi,
hayvancilik iiretimi, evcil hayvanlarin refahi ve mahsul {iretimi {lizerine biiyiik bir zarar
getirmektedir. 21. yiizyilda, parazitik nematodlarin yaygilhig: ile iki biiylik zorluk ortaya
cikmigtir. Birincisi, direngli nematod suslarinin ortaya c¢ikmasiyla bir¢ok antelmintik ilag
etkinligini kaybetmesi; ikincisi, mahsullerin korumasi i¢in kullanilan nematisitlerin ¢evresel
etkileriyle ilgili ciddi kaygilar ortaya g¢ikmasidir (Holden-Dye et al. 2007). Nematod

enfeksiyonlarinin anthelmintik tedavisi, ¢iftlik ve evcil hayvanlarda solucan kontroliiniin
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dayanak noktasidir. Ancak, ilaca direncli nematodlarin ortaya ¢ikmasiyla kontrol tehdit
altindadir (Epe and Kaminsky 2013). 'Antelmintik ila¢ direnci' terimi, bazi nematod
parazitlerinin tavsiye edilen terapdtik doz seviyelerinde antelmintik ilaglarla tedaviden sag
kalmas1 i¢in kalitimsal yetenegini agiklar. Direng olusturan genler, gevis getiren hayvanlarin
ve atlarin O6nemli patojenik nematodlarinin ¢ogunda mevcut gibi goriinmektedir. Direngli
genotiplerin se¢imi, hedeflenen nematod popiilasyonlarini kontrol edemeyen ilaglarin
raporlarinin artmasma neden olabilir. Diinyanin birgok yerinde anthelmintik direng
bildirilmistir ve baz iilkelerde ¢oklu ilaca direngli suslar ortaya ¢ikmistir. Birlesik Krallik'ta,
son arastirmalar koyun ve at nematodlar1 arasinda benzimidazollere karsi artan bir direng

diizeyinin varligimi gostermistir (Taylor and Hunt 1989).

Son 10 yil boyunca, serbest yasayan nematod Caenorhabditis elegans ile antihelmintikler ve
nematisitlerin eylemleri i¢in molekiiler genetik teknikleri kullanilmistir. Genetik yap1
bakimindan insanlarla bir¢ok ortak 6zellik tasiyan C. elegans tiirii ile uzun yillardir insan
biyolojisini lizerine ¢aligsmalar yapilmigtir. C. elegans, insan ve hayvanlarin parazit solucan
enfeksiyonlarma karsi kullanilan antihelmintik ilaglarin ¢oguna duyarhdir. C. elegans
antihelmintik ve nematisit kesif programlari igin model bir parazitik nematod olarak dogrudan
kullanim1 olmustur. C. elegans'ta hiicre sinyallesmesinin temel yonlerini tanimlamak i¢in son
derece yararli farmakolojik araclar saglayan c¢ok sayida antihelmintik ila¢ Grnegi
bulunmaktadir. Bu, ileri genetik ekranlarda antihelmintiklerin kullanimi, ardindan ilaca karsi
duyarlhiliga yatkinlik kazandiran genlerin haritalanmasi ve karakterizasyonu ile basarilmistir

(Holden-Dye et al. 2007).

Antihelmintik ilaglarin bir kismi genis diger kismi da dar spektrumludur. Benzimidazollar,
imidazotiyazollar, avermektinler, milbemisinler, tetrahidropirimidinler ve bir nebze de bazi
organik fosforlu (OF) bilesikler genis spektrumlu; piperazinler, salisilanidler praziquantel, iki
fenollii bilesikler, triklabendazol, bunamidin gibi ilaglar ise dar spektrumlu olarak
siiflandirilmaktadirlar. Parazitik helmintlerin tedavisi i¢cin mevcut ilaglarda son 20 yilda
onemli gelismeler olmustur. Afrika'da bulunan bagirsak solucanlari, tenyalar, sistozomlar,
filaryal ve doku nematodlarina karsi praziquantel, ivermektin, albendazol, mebendazol,
benzimidazol sik¢a kullanilan ilaglar arasindadir. Benzimidazol ilaglar (6rnegin,
antelmintikler albendazol, fenbendazol, oksfenbendazol, tiyabendazol, mebendazol; proton
pompast omeprazoliin inhibitorleri, lansoprazol, pantoprasol) hem insan hem de veteriner

ilaglarinda kullanilan maddeleri temsil eder (Hall 1998, Velik et al. 2004). Antihelmintik
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ilaclardan bazilar1 parazitler iizerinde son derece etki gostermektedirler; Ornegin
benzimidazollar, ve Onbenzimidazollar, klosantel, levamizol avermektinler, triklabendazol
gibi bazilar1 parazitleri % 100 oraninda viicuttan uzaklastirilar. Bununla birlikte parazitlerin
tiimiiyle viicuttan uzaklastirip-bagisikligin gelismesini engellemesi ve konakg¢iyr bir sonraki
enfestasyona duyarl kilar ve bu sepepten 6tiirli herhangi bir ilacin canlida bu 6l¢iide etkili
olmasi istenmemektedir. Bu yilizden parazitler iizerinde etkinlikleri > % 90 etkili olanlar
yiiksek; < % 70 etkili olanlar zayif; % 70-90 arasinda etkili olanlar orta derecede etkinligi
ifade etmektedirler (Kaya 2007).

Antihelmintik ilaglarin bazilar1 parazitlerde baslica enerji metabolizmasi tizerinde etkili olup
enerji metabolizmasin1 bozarak glikolizin Onlenmesine, glikozun emilmesine veya
tasinmasinin  bozulmasina, mitokondriyal tepkimelere ve elektron tasinmasiyla alakali
fosfatlanmaya engel olmaktadir Sinirsel iletimi engelleyerek Asetilkolin esteraz (AchE)’in
etkinligini engelleyip, kaslarda gerilimin arttirilmasina, kolinerjik agonistlere, zarin
depolarizasyonuna, serotonin metabolizmasinda meydana gelen bozulmalara sebep
olmaktadir. Uremeyi engel olarak, diger bazi mekanizmalarla niikleik asit sentezi ve sonugta
tiremenin engellenmesi gibi bagisiklik sisteminde opsonizer etki yaratir (Kaya 2007).
Antihelmintik ilaglar etki ettikleri helmint ¢esitlerine gore gruplandirma gosterirler (Cizelge
1.2.) (Holden-Dye and Walker 2007). Nematodlarin néromiiskiiler iletimi tizerinde hizli ve
secici bir sekilde hareket ederler. Levamizol, pyrantel ve morantel nematod kasinin nikotinik
asetilkolin reseptorlerinde agonisttir ve spastik felce neden olur. Piperazin, nematod
kaslarindaki reseptorlerde bir GABA (y-aminobiitirik asit) agonistidir ve gevsek felce neden
olur. Avermektinler glutamat kapili kloriir (GluCl) kanallarinin agilmasini arttirir ve faringeal
pompalamanin felcine neden olur. Prazikuantel nematodlarin tegreni lizerinde segici bir etkiye
sahiptir ve kalsiyumun gegirgenligini arttirir. Benzimidazol ilaglar, nematodlar, cestodlar ve
fluke P-tubulinine seg¢ici olarak baglanir ve mikrotiibiil olusumunu inhibe eder.
Salisilanilidler: rafoxanide, oksiklozanid, brotianid ve closantel ve ikame edilmis fenol,
nitroksinil, proton iyonoforlaridir. Clorsulon, fluke fosfogliserat kinaz ve mutazin segici bir
antagonistidir. Dietilkarbamazin, arasidonik asit metabolizmasinda rol oynayan konakgi ve
muhtemelen parazit enzimleri bloke eder ve dogustan gelen, spesifik olmayan bagisiklik

sistemini giiclendirir (Martin 1997).
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Cizelge 1.2. Antihelmintik ilaglarin siniflandiriimasi

ANTIHELMENTIK iLACLAR

— 7/ \

Nematodlara Sestodlara Karsi Trematodlara Kars1  Filaryalara

Etkili ilac Etkili ilac Etkili ilac Etkili ilac

Pirantal pamorat Niklozamid Parazikuantel Ivermektin
Mebendazol Diklorofen Niridazol Metronidazol
Albendazol Paramomisin Oksamnilkin Dietilkarbamazin
Piperazin Parazikuantel Metrifonat Niridazol
Levamizol

Tiabendazol

Befenyum hidroksinaftoat

Piperazin kimyasal olarak dietilendiamin yapisindadir (Cizelge 1.3). Piperazin kuvvetli bir
baz olup havadan su ve karbondioksit emer; su ve gliserinde iyi ¢oziiniir ancak alkolde az
¢ozliniir. Isiktan korunup sikica agzi kapatilmis siselerde saklanmasina 6zen gosterilmelidir.
Piperazin dayanikli ve nem c¢ekici maddedir. Piperazin ¢esitli anyonlarla baslica piperazin
adipat, -fosfat, -sitrat, -tartarat, n-siilfat, -hidrokloriir, -hidrat ve —heksahidrat seklinde tuzlar
olusturmaktadir. Bu tuzlardan piperazin hidrokloriir, -siilfat, -sitrat ve —tartarat beyaz renge
sahip olup hafif asidik lezzette ve suda serbest¢e suda ¢oziiniir. Tuzlardan piperazin hidrat ve
— heksahidrat 6zel bir kokuya sahip, tuzlu, lezzetli ve cama benzeyen sekliyle kristalize halde
bulunan alkolde 1000 mg/ ml, suda 330 mg/ml miktarinda ¢6ziiniir. Piperazin adipat ise beyaz
renge sahip, toz halinde bulunur ve hafif asit lezzetinde olup suda 50 mg/ml miktarinda
¢Oziiniir. Bu tuzlardaki % olarak piperazin bazinin orani ifade edildiginde s6yledir: -sitrat 35,
-adipat 37, -fosfat 42, -hekzahidrat 44, -kloriir 48, -siilfat 46 ve —dihidrokloriir 50-53 (Burgu
ve Karaer 2005).
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Cizelge 1.3. Piperazinin 6zellikleri

Kimyasal formiil- Molekiiler yapisi

C4H10N2

)

Molar kiitle

86.136 g / mol

Goriiniim

Beyaz kristal kati

Erime noktasi

106 °C (223 °F; 379K

Kaynama noktasi

146 ° C (295 ° F; 419 K

Sudaki ¢6ziiniirliik

Serbestce eriyen

Asitlik (pKa) 9.8
Temellilik (pKb) 4.19
CAS Numarasi (Amerikan Kimya Dernegi) 110-85-0

Yogunluk 1,1 g/cm® Anatomik ve Terapotik kimyasal

Siniflandirma sistemi

ATC kodu (Anatomik ve Terapotik kimyasal | P02CBO01 (WHO)

Simiflandirma Sistemi)

Protein baglama % 60-70

Piperazin agizdan verildikten sonra ve 6zellikle tuzlari sindirim kanalinin 6n kismindan iyi
emilir. Viicutta piperazinin bir kismi metabolize edilirken, diger kismi da % 30-40 olarak
degisme ugramadan idrarla atilir. ilag¢ verilmesinden sonra 30 dk. icinde idarda goriilmeye

baglar.

Yap1 yoniinden GABA’ya benzeyen piperazin parazitin kaslarinda gerilimin artmasina sebep
olur ve boylelikle parazitte yumusak fel¢ gelisir. Akabinde sindirim kanalindaki konumu ve
hareket yetenegi kaybolan parazitler bagirsak hareketleriyle viicuttan disariya uzaklastirilirlar.
Piperazin parazitlerde siiksinik asit {iretimi konusunda da engelleyici faktor olusturur (Burgu
ve Karaer 2005). Noromuskuler baglant1 kisminda antikolinerjik etki gostererek helmintlerin

paralizine sebep olurlar (Albay 1996, Castillo et al. 1964).
Piperazin tuzlar1 hayvanlarda askarit ve nodiiler parazitler iizerinde etkilidir ve bu parazitleri

% 100’e yakin oranda uzaklagtirir. Piperazin seritlere ve kamgili kurtlara kars1t (Trichuris

tiirleri) etkisizdir. Kanatlilarda Ascaritler; atlarda Oxyuris, Parascaris, Trichonema tiirleri ve
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diger kiiciik Strongyluslar ve gevis getirenlerde ise Toxaascaris, Neoascaris ve Uncinaria.

stenocephala piperazine karsi duyarlilik gosterirler (Kaya vd. 2007).

Parazitler iizerinde piperazinin etki giici degiskenlik gosterir. Atlarda olgun ve
olgunlagsmamig Parascaris equorum ve olgun Trichonema tiirleri % 100, Oxyuris tiirleri %
80, Triodontophorus tiirleri ve Strongylus vulgaris % 60 seviyesinde duyarlilik gosterir; diger
Habronema ve Strongylus tiirlerine etkisizdir. Kediler ve kopeklerde Toxacara ve Toxoascaris
tirlerine % 100 duyarlilik gosterip kancali kurtlara ise % 75 oraninda etkili olur (Kaya vd.
2007).

Canlilar tizerinde piperazin tuzlarimmn antihelmintik etkisi tamamen piperazin baziyla alakali
olup, 100 mg piperazin hidrata esdeger olarak 104 mg piperazin fosfat, 120 mg piperazin
adipat ve 125 mg piperazin sitrat alinmaktadir (Kaya vd. 2007).

Piperazin, memelilerde ¢ok diisiik toksisiteye sahiptir. Piperazin, insanlara ve veterinerlik
ilaglarma kars1 yaygin olarak kullanilan bir ilactir. Tlk klinikte gut tedavisi i¢in iirikosurik ilag
olarak olarak uygulanmistir ama ¢ok basarili olamamistir. Piperazin antelmintik 6zellikleri
1949 yilinda Fayard tarafindan bildirildi (Mason P A and Sturman G 1972). 1949 senesinde
Fayard tarafindan askarit ile enfekte 2000 hastada, giinde 1,5 gramlik iki doz halinde
piperazin kullanilarak % 70-95 oraninda sonu¢ elde etmistir. 1954 senesinde Brown
tarafindan piperazin hekzahidrat igeren bir surupla 51 askaridiasis vakasini 2-5 giin siireyle
tedaviye alinmis olup, bunlardan 5 giin siireyle tedavi gorenlerde % 100’1, 4 giin siireyle
tedavi gorenlerde % 93’1, 3 giin siire ile tedavi edilenlerde % 87°si ve iki giin ilag

kullananlarda % 85’inden olumlu sonug alinmistir (URL-2 2018).

Anti-Bakteriyel ilag olarak kesfedilen Piperazin ¢esitli biyolojik olarak aktif molekiillerin
olusturdugu ilging bir heterosiklik parcadir. Yapilan bir ¢aligma piperazinin Gram pozitif
bakterilere kars1 daha aktif oldugunu gostermistir ve bu calisma ile piperazin tiirevleri Gram
pozitif bakterilerin neden oldugu hastaliklarin tedavisi i¢in bir doniim noktasi ilag olarak
kullanilabilecegi belirtilmistir (Desmukh et al. 2013). Piperazin, alt1 iiyeli bir nitrojen igeren
heterosiklik ilaglarin rasyonel tasarimi i¢in biiyiik 6nem tasir. Antipsikotik, antihistamin, anti-
anjiyen, antidepresan, antikanser, antiviral, kardio koruyucular, anti-inflamatuar ve
goriintlileme ajanlar1 gibi ¢esitli terapdtik kullanimlart olan 1yi bilinen ilaglarin i¢inde bulunur

(URL-3 2018).
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Piperazinin Ascaris kas hiicreleri {izerindeki etkileri elektrofizyolojik tekniklerle arastirildigi
bir ¢alismada kas hiicrelerinin farkli bolgelerine piperazinin elektroforetik uygulamasi, bu
ilacin hem wuyarict hem de inhibitor ndromiiskiiler sinapslarin bulundugu bdlgeye
uygulandiginda membranlarini hiperpolarize ettigini gostermistir. Piperazin ile indiiklenen
kas hiperpolarizasyon derecesi, hiicre disi kloriir konsantrasyonuna baglidir. Kloriir
iyonlariin bir fraksiyonu, siilfat anyonlari ile yer degistirdiginde azalir. Bu nedenle piperazin,
dogal inhibitor bir vericinin farmakolojik bir analogu olarak kabul edilebilir (Castillo et al.
1964). Norton & de Beer’in (1957) piperazinin ascaristeki ekisinin arastirdiklari bir ¢alismada
piperazinin asetil koline etkisiyle kasilmalara ve parazitte felce sebep oldugu ve felgli

parazitin ev sahibi bagirsaklarindan peristaltik hareketlerle disar1 atildig1 sonucuna varilmistir.

Piperazinin kardiyak kas tizerindeki etkisini arastiran bir calismada negatif inotropik ve
kronotropik etkiler goriildii. Diisiik dozlarda {iretilen etkiler atropin ile antagonize edilirken
daha yiiksek dozlar dogrudan kardiyak depresyonuna sebep oldu. Piperazin baslangigta
asetilkolin ile karsilastirildiginda iiretilen bu negatif inotropik ve kronotropik etkiler yavas
sekilde ilerledi. Piperazin ile yapilan klinik ¢alismalarda, nadiren toksik semptomlar rapor
edilmistir ve bunlar titreme, uyumsuzluk ve psisik rahatsizliklar gibi merkezi sinir sistemi

stimiilasyonu seklinde olmustur (Mason and Sturman 1972).

Her ne kadar piperazinin uzun bir kullanim 6ykiisii olsa da iligkili teratojenitesi seyrektir.
Bununla ilgili seyrek vakalar bulunmaktadir. 12 ve 14 haftalik gebeliginde piperazin iceren
ila¢ alan bir anneden dogan bilateral dana dudak, yarik damak ve anoftalmi olan bir bebek
vakasina rastlanilmistir. Bagka bir vakada gebeligin alti ve sekizinci haftasinda annesi
tarafindan piperazin igceren ilag almis bir sag ayak anomaliligi olan bir bebegi igermektedir.
Bu raporlar, veri sayfasi onerilerinin gézden gecirilmesine yol agmistir ve su anda tavsiye
edilen, birinci trimesterde kullanilmamak ve tercihen dogumdan sonra tedaviyi
gergeklestirmektir. Bir bagka teorik diisiince ise piperazinin potansiyel olarak norotoksik
olmasidir ancak yeterli renal fonksiyona sahip hastalarda normal dozda bir problem olmasi
pek olasi degildir. Fetal sinir sistemi iizerine herhangi bir etki spekiilasyon konusu olmaya
devam etmekte ve bugiine kadar klinik olarak ispatlanamamistir. Piperazinin anne siitiinden
atildig1 gergeginden yola ¢ikarak, firma tireticileri bebegin annenin ilag alimindan hemen 6nce
beslenmesini Onerir. Bundan sonra sekiz saat siiresince siit verilmesi ve ilacin viicuttan

atilmasi i¢in emzirilmesinden kaginilmalidir (Leach 1990).
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Tiiberkiiloz, tarihe karisan en biiyiik bulasici hastaliktir ve her yil diinya genelinde yaklagik 3
milyon insani Oldiirlir. Tiiberkiilozun geg¢misin bir belasi olduguna inanilmasina ragmen,
hastalik diinya ¢apinda insanlara endise verici bir sekilde etki etmeye devam etmektedir.
Tiiberkiilozdan sorumlu patojen olan Mycobacterium tuberculosis (Mth, TB), gesitli konakg1
lezyonlarinda hayatta kalmasi ve bagisikligindan kaginmak i¢in farkl: stratejiler kullanir. Mtb,
yaklagik 2 milyar insana TB bakterisi bulastirmistir ve her yil 8 milyonu aktif TB
iretmektedir. Tiiberkiiloz, zayiflamis bagisiklik sistemine sahip insanlar i¢in 6zellikle tehlike
arz etmektedir ve HIV ile enfekte insanlar arasinda en 6nemli 6liim nedenidir. Yapilan
calismalarda 1,2,4-iiclii piperazin bilesiklerinin bir koleksiyonunun Mtb'ye karsi sentezi ve

tarama sonuglarina yer verilmistir (Kyle et al. 2016).

Kanser, diinya ¢apinda her yil sekillenen 6liim sayilarindan ve daha 6zel olarak Asya ve
Avrupa' daki en yiiksek 6lim oranlarindan sorumludur. Son yillardaki raporlar, bu piperazin
tirevinin melanom hiicresinin biliyiimesini etkili bir sekilde Onledigini ve ¢ogunun
baskilanmasi yoluyla apoptosise neden oldugunu ileri siirmektedir. Piperazin kalintis1 tasiyan
alkaloidlerin de daha 6nce antikanser etkileri arastirilmistir. Bazi yeni raporlar, farkli elektron
¢eken ve elektron verici fonksiyonel grup igeren piperazin tiirevlerine heterosiklik veya
aromatik gruplarmin eklenmesinin, kayda deger antikanser etkinligi gosterdigi bulunmustur

(Mistry et al. 2016).

Piperazin bocek ilact olarak kaucuk kimyasal madde, korozyon 6nleyici ve iiretan imalatinda
bir ara iirlin olarak yayginca kullanilir. Piperazin (dietilendiamin), yaygin olarak kullanilan
onemli bir alisiklik amindir. Farmasotik endiistrisinde metil ve hidroksil tiirevlerinin
sentezinde ve sentetik kimya endistrisinde ara madde olarak kullanilir. Giiniimiizde
piperazinle kontamine atik suyun temizlenmesi i¢in saf kiiltiir mikrobiyal hiicrelerin 6nemli
bir potansiyel kullaniminda ¢alismalar yapilmaktadir. Cesitli ¢alismalar piperazin ve
tiirevlerinin toksik olup insan ve diger canli organizmalara karsi kansorejen oldugunu

gostermistir. Bu nedenle piperazinin bozulmasi ¢evre i¢in biiyiik endise kaynagidir (Cai et al.
2013).

Son yillarda, bir¢ok ilaca direngli mikroorganizmalarin sorunlar1 diinya ¢apinda bircok tilkede
alarm seviyesine ulagmistir. Bu zorlu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antihelmintik ilag
ailesinden olan piperazin bir heterosiklik yapida ilagtir. Piperazin tiirevlerinin amid baglantili

cok sayida antibiyotik tiirevi oldugu da gosterilmistir. Yapilan calismalarda gesitli amid
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tiirevleri hazirlanmis ve antimikrobiyal etkinliklere sahip olduklari bulunmustur. Sentezlenen
bilesiklerin tamami, Staphylococcus. aureus ve Escherichia coli'ye karsi antibakteriyel
aktiviteleri agisindan taranmis olup bu calismalarda standart ilaglar olarak Gentamisin ve
Kloramfenikol kullanilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda, sirasiyla bazi bilesiklerin Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 oldukc¢a aktif olduklari goriildii (Somashekhar and Ar
2013).

Sentetik ilaglar diinyada en yaygin suistimal edilen ilaglar arasindadir. Bu istismar 6zellikle
dans kuliibii ve 1siltili sahnelerde gencler arasinda yayginlagsmaktadir. Son birkag yildir,
piperazinden tiireyen ilaglar, ¢cogunlukla internet {izerinden ekstazi haplari olarak ya da
"Cilginlik", "Mutluluk", "Sarj", "Bitkisel Ekstazi" olarak temin edilmektedir. Piperazin
ilaglari, N-benzilpiperazin (BZP) ve bunun metilendioksi analogu 1- (3,4 metilendioksibenzil)
piperazin (MDBP) gibi benzilpiperazinler ve fenilpiperazinler olmak iizere iki sinifa
ayrilabilir (Arbo et al. 2012).

Kotiiye kullanim ilaglari olarak kullanilan piperazin tiirevli bilesikler arasinda en fazla
calisilan BZP'dir. AB, ABD, Yeni Zellanda, Brezilya’da kontrol altindadir. Bu maddelerin
kullanimi Diinya Anti-Doping Ajansi tarafindan yasaklanmistir. Yapilan bir ¢alismada Sigan
beyin synaptosomlarinda, BZP, dopamin (DA) ve norepinefrin (NE)'nin geri alimini kuvvetle
inhibe ettigi gosterilmistir. Farelerde BZP’nin davranis uyarici etkilerle bir uyarici gibi islev
gordiigii belirtilmistir. Siganlara intravendz yolla uygulandiginda, beyin diyalizatlarinda
BZP'nin etkileri dogrulanmistir. Piperazinler gastrointestinal sistemden kolaylikla emilir.
Emilen ilacin bir kismi metabolize edilir ve idrarla atilir. Farkli insanlar tarafindan
piperazinlerin atildigi oranlarda toksisitesinin degiskenligi yoniinden biiyiik bir farklilik
gosterir. Piperazin tasarimci ilaglari, karbondioksit igerisinde metabolize olurlarken,
fenilpiperazinler benzilpiperazinlerden daha kapsamli olarak metabolize olurlar ve hemen

hemen sadece metabolitler olarak atilirlar (Arbo et al. 2012).

Piperazinlerin kotiiye kullanimi ilk olarak Amerika’da 1990’larin sonunda bildirilmistir.
Iskandinavya’ da 2000 yilindan bu yana birgok kullanim rapor edilmistir. Uyusturucu ve
Uyusturucu Bagimhiligi Avrupa lIzleme Merkezi 2006 yilinda AB’de satilan yasadist
tabletlerin neredeyse % 10’unun ekstazi piyasasinin bir parcasi olarak meta-klorfenilpiperazin
(MCPP) olan piperazin metaboliti oldugunu belirtti. Hayvanlarda yapilan c¢alismalar

sonucunda dopaminin (DA) yeniden alimini, serotonin ve noradrenalini inhibe ettigi ve
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dopaminerjik ve serotoninerjik etkileri baskin oldugu gésterilmistir. Sican galismalar1t BZP’in
potansiyel amfetamin benzeri davranigsal ve artan ansiyete ile iliskili etkiler gostermistir. BZP
amfetamin ve diger sempatomimetiklere benzer; uyaricit ve toksik etkiler gosterir. Bunlar
arasinda tasikardi, ndbetler, titreme, bulanti, bas agrisi, bas donmesi, terleme, potansiyel
kardiovaskiiler semptomlar (6rnegin; artmis kalp hizi ve basinci), istahsizlik, uyku, enerji
kaybi, garip diislinceler, ruh hali, kafa karisikligi ve sinirlilik etkileri vardir. Litaratiirde

piperazinleri igeren 6liimlerin ¢ok az 6rnegi mevcuttur (Elliott 2011).

Son zamanlarda, diinyanin ¢esitli {ilkelerinde tibbi kullanim1 bulunmayan ve etkileri yasadisi
maddelere benzedigi yeni bir madde grubunun kullanildig1 ve bu grubun kétiiye kullaniminin
gittikge yayginlastigi bildirilmektedir. Kullanimi yayginlasan bu yeni grup, piperazinden
tiiretilen bazi maddelerden olusmaktadir ve bunlarin kétii amagl kullanimlarinin tiim diinyada
yayginlagtigi ve bazi bulgularda bu maddelerle iliskili ciddi toksisite ve hatta Oliimler ie
sonuglandig1 bildirilmektedir (Cizelge 1.4.). Bu amagla, 2007 yilinda Adli Tip Kurumu 5.
Ihtisas Kurulu’ na gonderilen piperazin tiirevleri ile ilgili dosyalar kurum tarafindan
incelenmeye alinmis yapilan arastirmalar neticesinde ililkemizde de piperazin tiirevlerinin
koétiiye kullaniminin yayginlagtigi goriilmiistiir. Yasal olmayan madde kullanimi, diinyanin bir
stiri lilkesinde su¢ oranlarini ve saglik bakim giderlerini arttirarak 6nemli bir sorun haline
gelmektedir. Bu sebeplerle sorunun biiyiikliigii gittikce artmaktadir. Piperazinden tiiretilen
baz1 molekiiller depresyon ve psikoz tedavisinde kullanim sahasi gostermektedir. Piperazin
tirevi ilaglar psikiyatrik hastaliklar disindaki klinik tablolar ile seyreden durumlarda da ilag
olarak kullanimlar gelistirilmistir. Bu duruma 6rnek olarak 16semi, allerji, angina pektoris,
vertigo, agr1 bulanti-kusma, erektil disfonksiyon ve demans sagaltiminda kullanilan birtakim
ilaglar siralanabilir. Giiniimiizde yeni ilag gelistirme denemelerinde piperazinden tiiretilen
yeni molekiiller iizerinde ¢alisilmaktadir. Diger taraftan piperazin bazi tiirevleri diinyada
yaygin kullanimi olan endiistriyel yapida olan maddelerdir. Bu maddeler, pestisit, plastik,
recine, fren sivist vb. gibi olan endistriyel maddelerin {iretim asamalarinda

kullanilmaktadirlar (Celik vd. 2007).
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Cizelge 1.4. T1bbi endikasyonla kullanilan piperazin tlirevleri

Ila¢c Adx Farmakolojik Simif/Tibbi endikasyon
Piperazin sitrat Antiparaziter

Imatinib Losemi

Antrafenin Analjezik

Fipeksid Nootropif

Trazodon, Nefazodon, Befuralin, Trelibet, Piberalin, Antidepresan ( depresyon, agr1)

Enziprazol, Etoperidon

Buklizin, Setrizin, Sinnarizin, Siklizin, Flunarizin, Antihistaminik (alerji, bulanti- kusma, vertigo, vb.)

Hidroksizin, Meklizin, Niaprazin

Flufenazin, Perfenazin, Asetofenazin, Proklorfenazin, Antipisikotik

Trifluoperazin, Karfenazin, Milipertin

Sildenafil, Vardenafil Erektil disfonksiyon
Trimetazidin, Ranolazin Antianginal
Urapidil Antihipertansif

Piperazin tlirevleri i¢inde merkezi sinir sistemini uyararak amfetamin benzeri etki olusturanlar
mevcuttur. Bu molekiillerin tedavi disinda son yillarda yayginlasarak kotiiye kullanimlarinin
oldug: bildirilmektedir. Tibbi yonden kullanilmayan bu maddeler “tasarim ilaglar1” olarak
adlandirilmaktadir. Tasarim ilaglart sokak ilaglart olarak bilinirler ve bunlar gizli iiretimi olan
ve yasaklanmis ilaglar listesinde yer almazlar. Bu tasarim ilaclar1 narkotik ve haliisinojen
etkili tibbi tedavi yontemlerine tabi olan bir ilacin molekiiler yapisinda degisiklik yapilarak
elde edilir. Tibbi alanda kullanimlarinin mevcut olmamasi sebebiyle de uzun siire¢ alan
giivenlik testlerinden ge¢mediklerinden toksisiteleri belirlenememistir. Bu maddelerin toksik
etkileriyle beraber yasadisi {dretim sartlari da insanlarda olumsuz etkilere sebep
olabilmektedir. Bazilar1 o6liimciil sonuclari olan zehirlenmelerden piperazin tiirevlerinin
kullanilmast sorumlu bulunmustur. Bu maddeler yasaklanmamis durumdadirlar ve rutin olan
sistematik toksikolojik inceleme testlerinde yer almamaktadirlar. Bu sebepler kotiiye

kullanimlarinin daha da yayginlasmasina yol agmaktadir (Celik vd. 2007).

Piperazin tiirevlerinin saptanmasi genellikle kromatografik yontemlerle gergeklestirilir.
Gelistirilen kromatografik yontemler, yasadisi ila¢g pazarindan kaynaklanan piperazin
tiirevlerinin niteliksel ve niceliksel analizine izin verir. Sonuc¢lar hem tabletlerin hem de
kapsiillerin, paket yaslar1 iizerinde varlig bildirilmemis ¢esitli piperazin tiirevleri igerdigini ve
bunlarin konsantrasyon seviyelerinin ¢ok c¢esitli ve Onceden tahmin edilemeyecegini

gostermektedir (Byrska et al. 2010).

32



Piperazinden tasarlanan ilaglar, kardiyomiyoblast H9c2 hiicrelerinde mitokondriyal yetmezlik
yoluyla toksisiteye neden olur. Sentetik ilaglarin kotiiye kullanilmasi, diinya ¢apinda geng
insanlar arasinda yaygin bir durumdur. Bu baglamda, piperazin tiirevli ilaglar kisa bir siire
rekreasyonal ila¢ pazarinda ortaya cikmistir. Klinik ¢alismalar ve olgu sunumlar
hipertansiyon, tasikardi ve artmis kalp atis hiz1 gibi sempatomimetik etkileri tanimlamaktadir.
N-benzilpiperazin (BZP), 1- (3-triflorometilfenil) piperazin (TFMPP), 1-(4-metoksifenil)
piperazin (MeOPP) ve 1- (3.4 metilendioksibenzil) (MDBP) H9¢2 si¢an kardiyak hiicre
hattinda piperazin sitotoksisitesi arastirilmistir. Sonu¢ olarak, piperazinden tasarimlanan
ilaglar in vitro bir modelde kardiyotoksik etkileri ilk kez agiklandi. Test edilen tasarimci
ilaclar arasinda, TFMPP, sitotoksiteye neden olan en giiclii ilagtir. H9c2 hiicrelerinde,
piperazin tasarimcili ilaglar, Ca? homeostaz bozukluklarina, ATP tiikkenmesine, dilate
kardiyomiyopati (Dcm) kaybina ve 1-metil 4-fenil 1,2,3,6-tetrahidropridin (MPTP)
acilmasina neden olarak hiicre 6liimiinii indiikledi. Bu ilaglarin genellikle BZP ile TFMPP
veya methylenedioxymethamphetamin (MDMA) ile BZP/TFMPP gibi siklikla ayni tablette
tilketildigi kaydedilir. Amfetaminden tasarimlanan ilaglarla daha 6nce gozlemlendigi gibi,
ilaglar tek tek sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda birlestirildiginde belirgin toksisite
ortaya c¢ikabilir. Piperazinden tasarimlanan ilaglarinin kombinasyonlart zaten insan
zehirlenmelerine karigtigindan, izole edilen ilaglarin gozlenen sitotoksik etkileriyle ilgili
mekanizmalar1 agiklamak icin degil, ayn1 zamanda da bu ilag kombinasyonlarinin etkilerine

deginmek i¢in daha ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir (Arbo et al. 2014).
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BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. G. MELLONELLA ILE iLGILi YAPILAN BAZI CALISMALAR

G. mellonella ile miicadele amagli ve G. mellonella’nin model olarak kullanildig1 bir ¢ok

calisma bulunmaktadir; Bunlari su sekilde 6zetleyebilriz:

Smith (1938) arilar ile biiylik bal mumu giivesinin yasamsal iligkini incelemis ve calisma
sonucunda arilarin oldugu yerlerde G. mellonella 'ninda oldugu belirtmistir. Bocek ile genetik

caligmalarinin yapilmayip sadece biyolojisi lizerinde ¢alisildigina deginmistir.

Ar wklarinin G. mellonella’ya kars1 farkli duyarlilik gdstermesi lizerine yapilan ¢alismada
Italyan ar1 irkinin sahip oldugu temizlik davranismin (Hygenic behaviour) diger esmer arilara
gore daha iyi olmast G. mellonella’y1 ar1 kovanindan uzaklastirdigi ve barindirmadigi
goriilmiis ve bu arilar iizerinde ¢alismalara baslanmistir (Caglar vd. 2001, Cyborovsky 2000,
Hamida 1992).

Dominguez and Bande (1992) bos balmumu peteklerin korunmasi igin yaptilar1 ¢aligmada
fosfomin kullanmis olup 3 farkli dozunu denemislerdir. Calisma sonucunda fosfominin G.

mellonella’nin tiim larvalarini 61diirdiigiini bildirmistir.

Verma (1995), G. mellonella’ya karsi biyolojik insektisit olarak Bacillus thuringiensis

kullanmis olup ¢alisma sonucunda G. mellonella’nin % 98.7’sinin 6ldiigiinii tespit etmistir.

Taszlow et al. (2017) Bacillus thuringiensis ile tekrarlanan enfeksiyondan sonra Galleria
mellonella'min  humoral immiin yaniti {lizerine ¢alismis olup diisiik dozda Bacillus
thuringiensis'in intrahemoselik enjeksiyonu ile indiiklenip enfeksiyondan kurtulan Galleria

mellonella larvalarinin, ayni bakterinin 6ldiiriici dozunun yeniden enjekte edilmesine daha
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direngli oldugunu, fakat test edilen diger bakteriler ve mantarlar i¢in direngli olmadigin tespit

etmislerdir.

Krell (1996) G. mellonella’nin peteklere zararini1 depolama sirasinda verdigini ve bu sebepten
Otiirii en giivenilir ¢éztimiin ve G. mellonella’dan en iyi korunma yonteminin peteklerin
eritilerek balmumu bi¢imine haline getirilip ve soguk ortamda saklanmasi oldugunu

belirtmistir.

Brown et al. (2008) Balmumu giivesi Galleria mellonella‘da farkli antifungal moricin benzeri
peptidlerin arastirildig1 bir ¢calismada hepsi Lepidoptera'ya (giiveler ve kelebekler) ait olan 23
essiz olgun peptidi kodlayan 30 morisin benzeri peptid genini tanimlanmis olup bu farkl

peptid ailesinin, kelebeklerin savunma yanitinda rol oynayabilecegini bildirmislerdir.

Pellissier et al. (2016) Galleria mellonella’'mn patojenleri tanityabilen dogustan gelen bir
bagisiklik sistemine sahip olmasi ve dogal bagisiklik sisteminde hiicrelerle etkilesimleri
igeren hastaliklarin arastirilmasi i¢in miikemmel bir omurgasiz model oldugunu belirtmistir.
Leishmania (Viannia) braziliensis enfeksiyonunu incelemek i¢in model olarak G. mellonella
larvalarinin hemositlerini kullanarak in vitro fagositik bir test yapmis olup bocek fagositik
hiicrelerinin promastigotlara yetisebildigini ve enfektif formun bu hiicrelerin igindeki
amastigot formuna farklilastigin1 ve bu modeldeki hiicrelerde 24 saat sonra amastigotlarin
tikendigini enfeksiyondan sonra NO (endotel kaynakli gevsetici faktor) seviyelerinin

muhafaza edildigi i¢in parazite kars1 direngli oldugunu tespit etmislerdir.

Bloom et al. (2011) Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster ve Galleria
mellonella'nin konuk ve insanlar igin model organizma olarak enfeksiyoz hastalik
aragtirmalarinda kullanimi iizerine yapilan bir c¢alismada C. elegans’m, yiiksek verimli
analizleri ylriitme kabiliyeti oldugu, D. Melanogaster’in evrimsel olarak korunan dogustan
gelen bagisiklik yanitinin oldugu ve G. mellonella'nin 37 °C'de deneyler yapma ve kolayca

inokiile etme yetenegi olan bir patojen oldugu sonucuna varilmistir.
Jacobsen (2014) G. mellonella larvalarinin, Candida enfeksiyonlari i¢in bir model olarak,

ornegin genetik olarak modifiye edilmis C. albicans suslarinin virulansini belirlemek i¢in

gittikce artan bir sekilde kullanidigini belirtmistir.
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Godal et al. (2014) Candida albicans'in duyarli bir susunu kullanarak antifungal bilesiklerin
saptanmasi ve Galleria mellonella modeliyle in vivo aktivitenin dogrulanmasini incelemis
olup en ¢ok umut veren ajanlarin biyolojik aktivitesi i¢in in vitro olarak C. albicans
enfeksiyonunun bir Galleria mellonella modelinde elektron mikroskobu ve in vivo olarak

degerlendirildi.

Dong Li et al. (2013) antifungal maddelerin degerlendirilmesi igin Galleria mellonella —
Candida albicans enfeksiyon modelinin kullanimis olup, 5 x 105 koloni olusturan birim larva,
antifungal ajanlar1 degerlendirmek i¢in G. mellonella-C. albicans enfeksiyon modelini
optimize etmek i¢in uygun bir inokulum oldugu tespit edilmistir. Bu optimize edilmis model
kullanilarak, flukonazol, amfoterisin B ve flusitozinin antifungal etkisi ve amfoterisin B ve
flusitozin arasindaki sinerji basariyla dogrulanmis olup, bu calisma antifungalleri in vivo

olarak degerlendirmek i¢in hizli, ucuz ve giivenilir bir yol olarak belirtilmistir.

Kelly and Kavanagh (2011), mantar tedavisinde kullanilan ilag olan kaspofunginin
uygulanmasiyla enfekte olan G. mellonella larvalarinin hayatta kalmasini arttirabilecegini ve
bunun, kaspofunginin antifungal o6zelliklerine ve ayrica kaspofunginin insektin immiin

tepkisine yol agma yetenegine bagli oldugunu bulmuslardir.

Petekler ile degisik ortam kosullarinda ¢alismalar yapilmis olup; 4 saat siireyle 38 °C'de % 50
nemde % 98'lik CO2 uygulamasinin veya -12 °C'de 3 saat, 60 °C'de 3-4 saat gibi farkli
sicaklik ve siire uygulamasinin G. mellonella nin tiim yasamsal evreleri iizerinde olumsuz

yonde etkiledigi sonucuna varilmistir (Morse and Nowogrodzki 1990).

Giindiiz ve Giilel (2005), ektoparazitoid Bracon hebetor’un konakg¢1 bocekten G. mellonella
ve Ephestia kuehniella’nin yasina bagl olarak, gelisme siiresi lizerine etkisini incelemis olup
konakg1 tiiriiniin ve B. hebetor’'un ergin evreden Onceki gelisim siiresi tizerinde etkileri

oldugunu bulmuslardir.
Bazi arastiricilar bitkisel kaynakli bazi insektisitlerin bocekler iizerindeki etkilerini incelemis

olup ve boceklerin beslenmesini dnleyici, bilyliime ve gelismeyi geciktirici ve yumurta verimi

diistirticii gibi etkilerini ortaya ¢ikarmislardir (Isman 2006, Erdogan 2013).
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Sak ve Ugkan (2009), cypermethrinin G. mellonella’nin puplagsma ve 6liim oranlarina etkisi
tizerinde ¢aligmislardir. Cypermethrin konsantrasyonunun artmasiyla larval ve pupal gelisim

siiresinde gecikme, pup olusma yiizdesinde gerileme ve 6liim oraninda artis gozlemlenmistir.

Kalyoncu ve ark. (2005) farkli sicaklik derecelerinin Galleria mellonella (L.) puplarinin
acilma oranina etkilerini incelemis; Sicakligin bocegin yasaminda 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Daha 6nce Nurullahoglu’nun (1998) G. mellonella puplariyla + 4
°C'de yaptig1 bir ¢calismada, deney siiresinin uzadigi, puplardan ¢ikan ergin sayisinin azaldigi
ve boyut olarak kiigiik erginlerin oldugu bildirilmistir. Kalyoncu ve ark. (2005) yaptigi
calismada da puplardan ¢ikan erginlerin kiiciik oldugu, birkagiin kivrik kanada sahip oldugu

ve pup acilma yiizdesinin deney siiresine ve sicaklia gore azaldig bildirilmistir.

Son zamanlarda tez c¢alismalarimi yuriittiiglim laboratuar ekibi tarafindan antibakteriyel,
antiviral ve antihelmintiklerin G. mellonella iizerindeki etkilerinin belirlenmesine yonelik
caligmalar yapilmig ve hala devam etmektedir. Biiyiikgiizel ve Kayaoglu (2014), antihelmintik
bir madde olan niklozamidin bdcegin biyoloji ve fizyolojisi lizerine etkisini; Kilig vd. (2015),
antihelmintik bir madde olan triklabendazolun bocegin larvalarinin yasama ve gelisimi
tizerine etkisini; Calik et al. (2015), antihelmintik bir ilag olan mebendazoliin bdcegin
yasama, gelisme, ergin Omiir uzunlugu, disi yumurta verimi, yumurta agilimi iizerine etkisini;
Hiz vd. (2016), gemifloksasinin bocegin erginlerinde esey orani, disi ve erkek dmiir uzunlugu,
yumurta verimi ve agilma oranina etkisini; Sugecti et al. (2016), benzimidazol tiirevi
antihelmintik bir antibiyotik olan oksfendazoliin bdcegin yasama, gelisme, ergin Omiir
uzunlugu, yumurta birakma ve yumurta agilimi {izerine etkisini; Celik (2017) antihelmintik
bir madde olan oksiklozanidin bdcegin yasama, gelisme ve toplam proteini iizerine etkisini;
Biiytikgiizel ve Biiylikgiizel (2016a), asiklovirin bdcegin larvalarinin yetistirilmesinde
kullanilan yapay (Bronskill besini) ve dogal (kabartilmis bos koyu renkli eski petek)
besinlerdeki mikrobiyal kontaminasyona etkisini; Biiyiikgiizel ve Biiyiikgiizel (2016b),
asiklovirin bocegin ergin 6zelliklerinden 6miir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina

etkisini inceleyip arastirmiglardir.

Bu c¢alismalarda kullanilan antihelmintiklerin yiiksek konsantrasyonlarinin (% 1,0) bocegin
7. evre larva, pup ve ergin evrelerinde yasama oranmi diislirdiiglinii, gelisme siiresini
uzattigini gostermislerdir (Biyiikgiizel ve Kayaoglu 2014, Calik et al. 2015, Sugecti et al.
2016). Kili¢ vd. (2015), triklabendazoliin % 0,001 ve % 0,01°lik konsantrasyonlarda 7. evre

38



larva orani (son evre) ve ergin olma oraninin kontrole gore azaldigini, % 0,1°lik
konsantrasyonda ise pup ve ergin evreye ulagsma oraninda O6nemli derecede diisiis tespit
etmislerdir. Calik et al. (2015), mebendazoliin % 1’lik besinsel miktar1 ile beslenmis olan
disilerden hi¢ yumurta elde edilemedigini, Bliyiikgiizel ve Kayaoglu (2014) , Hiz vd. (2016),
Sugecti et al. (2016), denenen tiin antihelmintik ve antibakteriyel maddelerin tim
konsantrasyonlarinin yumurta verimini énemli derecede diistirdiigiinii belirlemislerdir. Hiz vd.
(2016), kullanilan antibakteriyel gemifloksasinin erkek ve disi bireylerin esey orani ile dmiir
uzunlugu tizerinde etkili olmadigimmi belirtmislerdir. Biiyiikglizel ve Biiyiikgiizel (2016a),
antiviral madde asiklovirin G. mellonella’nin besindeki antimikrobiyal etkisinin mikrobiyal
kaynaklarin ilk bastaki yogunluguna, mikrobiyal organizmalarin tiiriine ve beslenme ortamina
gore farliliklar olusturdugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte bu c¢alisgmada besin
ortamlarinda bulunan bakteri, maya ve kiif bulasmasin1 6nlemede % 1,0’lik asiklovir doz

araliginin daha etkili oldugu belirtilmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1. GALLERIA MELLONELLA’ NIN LABORATUVARDA YETISTIiRILMESI

Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella L.(Lepidoptera: Pyralidae) pup ve erginleri Biyoloji
Boliimii bocek kiiltiir odasi laboratuvarinda yetistirilerek stok bocek kiiltiiriiniin devami saglandi.
Bocek kiiltiiriiniin devami i¢in yumurtadan yeni ¢ikmug larvalar yapay besinde (Bronskill 1961)
yetistirildi. Bronskill tarafindan gelistirilen yapay besin igerigi Cizelge 2.1’de verilmistir.
Deneylerde bdcek tarafindan birakilan yumurtadan yeni ¢ikmug larvalar (birinci evre) kullanildi.
Kiiltiir, 28 + 2 °C ve % 65 + 5 nisbi neme ayarli olan bir inkiibatdrde (Niive, FN 400) ve giin boyu
devamli karanlik ortamda yiiriitiildii.

Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen besinin bilesenleri gerekli miktarda tartilarak genis bir kap
icerisinde karistirildi ve karistirict ile homojen bir karigim olusturuldu (Sekil 2.1). Hazirlanan
besin bir litrelik cam kavanozlara (80x180 mm) yaklasik 1/3 oraninda dagitildi ve kavanozlarin
icine yumurta birakmasi i¢in 10 ile 15 arasinda disi birakilarak agizlarina tel kafes yerlestirilmis
olan kapaklar ile kapatildi. Yaklasik olarak 25 ile 30 giin sonra gelisimlerini tamamlayip
olgunlasan 7. evre larvalarm pup olmalart i¢in kuru bir ortam saglamak amaciyla katlanmis pelur
kagit pargalarinin bulundugu bagka bir kavanoza aktarildi (Campos et al. 1990). Bu kavanozun
icinde olusan puplardan yaklasik 7 veya 8 giin sonra ergin bireyler elde edildi. Elde edilen ergin
bireylerin bir boliimii ile stok bocek kiiltiiriiniin devami saglanirken bazi erginler ise piperazinin
farkli konsantrasyonlarinin etkisi ile ilgili beslenme caligmalar1 i¢in gerekli yumurtalarin elde

edilmesinde kullanildi.
3.2. PIPERAZININ DENEYLERDE KULLANILMASI
Piperazinin besine ilave edilmesi ile yiiriitiilen beslenme deneylerinde denenen miktarlarin

konsantrasyonu 100 g besin basina gram (%) olarak ifade edildi. Piperazinin, besinin hazirlanmasi

sirasinda dogrudan besine ilave edildi. Kontrol besini (piperazin igermeyen) hari¢ piperazinin G.
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mellonella i¢in 0,001, 0,01, 0,1, 1 g olmak {izere dort farkli konsantrasyonu denendi. Kontrol
deneylerinde ise yalnizca piperazin icermeyen besin kullanildi. Bu ¢alismada denenecek piperazin
konsantrasyonlar1 tarimsal yoniinden zararli Lepidoptera takimina ait olan G. mellonella
(Biiyiikgiizel and Kalender 2007, 2008, 2009) iizerinde bazi antibiyotiklerin etkisinin arastirildig
onceki calismalar temel almarak denenecek konsantrasyonlarin araligi yapilan 6n beslenme
deneyleri ile belirlendi. Deneyde uygulanan en diistik (% 0,001) ve en yiiksek (% 1) oranlarindaki
araliklarda piperazin besine ilave edilereck boécegin  ergin  evreye kadar gelisimini
tamamlayabilecegi konsantrasyon araliklari belirlendi. Bu ¢alismada belirlenen konsantrasyonlar
ile piperazinin G. mellonella’nin yasama, gelisme, erkek ve disi ergin dmiir uzunlugu, yumurta

verimi, yumurtalarin agilma orani incelendi.

3.3. G. MELLONELLA LARVALARININ ELDE EDILMESI

Beslenme deneylerinde kullanilacak olan G. mellonella larvalari, stok kiiltiirden erginlesen disi
bireyler tarafindan 30 ml’lik genis agiz yapisina sahip olan vida kapakli plastik bir kabin (Orlab,
L.190030, 35x55 mm) i¢ ylizeyine birakilan yumurtalarin agilmasi ile elde edildi. Bu disi bireyler
(2-3 adet) kapaklari delikli olan bu plastik kaplara konulup, stok bocek kiiltliriiniin devam
ettirildigi ortam sartlarinda (28 + 2 °C ve % 65 + 5 nisbi nem) bekletildi ve ayn1 sartlarda yumurta
birakmalar1 saglandi. Yumurtadan yeni ¢ikan larvalarin kagmasini 6nlemek amaciyla caydirict
olmasi i¢in kabin kapaga yakim i¢ yiizeyine yaklasik 1 cm kadar genislikte gliserin siirtildii.
Yumurtalarin agilmast ile serbest kalan birinci evre larvalar, zarar gérmeyi engelleyici yumusak
uca sahip ve ucu gliserine batirilarak nemlendirilmis bir firga (No: 0, Goya Toray) ile i¢lerinde
200 g besin bulunan ortasinda tel kafesi bulunan metal kapakli orta boy cam kavanozlara (60x120
mm) birakildi. Boylelikle larvalar tarafindan dogrudan besin yoluyla alinan piperazinin farkli
konsantrasyonlarinin bocegin ergin evreye kadar yasama orani, gelisme siiresi, ergin Oomiir

uzunlugu, yumurta verimi ve yumurtalarin agilma oranina etkisi incelendi.

Cizelge 3.1. Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen yapay besin igerigi.

Besin bileseni Miktan
Bugday Kepegi 420 g
Gliserin 150 ml
Saf Su 30 ml
Siizme Bal 150 ml
Ogiitiilmiis Koyu Renkli Eski Petek 209
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34. BESLENME iCiN DENEY DUZENEGININ HAZIRLANMASI VE
LARVALARIN BESINE AKTARILMASI

Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen besinin bilesenleri deneyde kullanima yeterli miktarda
tartilarak; 420 g bugday kepegi, 150 ml siizme bal, 150 ml gliserin (Merck, Darmstadt,
Germany), 20 g ogiitiilmiis koyu renkli eski petek ve 30 ml saf su genis bir kap igerinde
karistiritlip homojen bir karisim olusturularak besin hazirlandi. Hazirlanan besin bir litrelik
cam kavanozlara (80x180 mm) 200g tartilarak dagitildi. Gerekli etiketlemeleri yapildi.
Piperazin; yapay besin hazirlanip kavanozlara tartilip konulduktan sonra kontrol besini
(piperazin igermeyen) hari¢ diger besinlere 100 g besin i¢in 0,001, 0,01, 0,1 ve 1g olmak
tizere tartililip homojen karistirilarak eklendi (Sekil 2.1). Kontrol besinine piperazin
konulmadi. Olusabilecek karisikligi Onlemek amaciyla kavanozlara gerekli etiketlemeler
yapildi. Besine asilanacak olan birinci evre larvalarinin besine ilerleyisini gérmek ve
asilamada kolaylik saglamasi agisindan besinin tizerine kiigiik bir parga bal petegi birakildi.
Yumurtalarin agilmast ile serbest kalan larvalar ucu gliserine batirilarak nemlendirilmis
yumusak uglu bir firca (No:0, Goya Toray) ile daha dnceden hazirlanmis, icerisinde 200 g
besin bulunan cam kavanozlara (80x180 mm) her kavanozda 20 larva olacak sekilde asilandi.
Kavanoz kapaklarinin ortalar1 kesilerek, kesik kisimlarina denk gelecek sekilde kiigiik delikli
metal teller yerlestirildi (Sekil 2.2). Hazir olan kavanozlar bu kapaklarla kapatilarak bocek
kiiltiirintin yapildig1 inkiibatorlere konuldu. Giinliik olarak larva gelisimleri gézlemlendi. Bu
sekilde larvalarin besin araciligiyla aldigi piperazinin ergin evreye kadar yasama orani ve
gelisme siireleri, ergin 6miir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi incelemek

icin deneyler dorder defa tekrarlandi.
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Sekil 3.1. Kontrol besini (piperazin icermeyen) Ve igerisinde besin + piperazinin farkli
konsantrasyonlarini i¢eren deney diizenegi (Nur Emine SEFER).
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Sekil 3.2. Deneyin yapilis asamalari a-) Kavonozlara belirtilen miktarda piperazin
konsantrasyonlarinin tartilip eklenmesi, b-) Eklenen piperazinin besinle
karigtirilmasi, c-) Besinin lizerine kiiglik bir parga bal petegi birakilmasi
d-)Serbest kalan larvalarin besine asilanmasinada 1giktan yararlanilmasi
e-) Hazirlanan kavanozlarin kiiltiiriiniin yapildig: inkiibatorlere konulmasi f-) 7.
evreye ulagan larvalarin igerisinde pelur kagit bulunan kapagi delikli kaplara

yerlestirilmesi g-) Gerekli etiketleme yapilan kaplarin inkiibatorlere konulmasi
(Nur Emine SEFER)

3.5. G. MELLONELLA’NIN YASAMA ORANI, GELISME SURESi VE ERGIN OMUR
UZUNLUGU iLE iLGIiLi DENEYLER

G. mellonella’ nin birinci evre larvalar1 piperazinin farkli konsantrasyonlarini igeren yapay
besinler ile beslendi. Deneylerin tiimiinde birinci evre larvalarin asilandig1 besin kavanozlari
ve 7. evreye ulagan larvalarin pup olmalar1 i¢in hazirlanan kaplar kisa bir giinliikk inceleme
periyodu hari¢ siirekli olarak karanlik ortamda bekletildi. Birinci evre larvalar besine

birakildiktan 15-16 giin sonra 7. evreye ulasan larvalarin tespiti i¢cin kavanozlar her giin
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kontrol edildi. Gelisimlerini tamamlayan olgun (7. evre) G. mellonella larvalarinin sayisi not
alindi. Pup olmalan igin igerisinde kuru bir ortam saglamak amaciyla pelur kagit (Sekil 3.2)
bulunan 30 ml’lik plastik 6rnek kaplara (Orlab, L190030, 35x55 mm) igerisine her bir kapta
bir adet larva birakilip, hava sirkiilasyonunu saglamasi amaciyla kapagi delikli plastik
kapaklarla kapatildi. Bu plastik kaplara karisikligi onlemek amaciyla gerekli etiketlemeler
yapild.

Deney devaminda da inkiibatér temizligine dikkat edildi. Kaplara 7. evre larvalarinin pup
olup olmadiklart giin asir1 bakilarak gerekli notlar alindi. Pup haline gecen G. mellonella
larvalarindan yaklasik bir hafta sonra ergin bireyler elde edildi. Ergin evreye ulasan bireylerin
disi/erkek tayini abdomenlerinin son segmentindeki genital yapiya ve erginlerinin viicut

biiyiikliigiine gére yapilip not alindiktan sonra tekrar kaplarina konuldu.

Piperazinin farkli konsantrasyonlarda disi ve erkek bireylerin yasama siliresine (Omiir
uzunlugu) etkisini belirlemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikmis G. mellonella (L.) larvalari
piperazinin denenen miktarlarini igeren yapay besinler ile ergin evreye kadar beslendi. Her bir
deney i¢in 20 adet larva kullanildi ve deneyler dorder defa tekrarlandi. Erginlesen bireyler 30
ml’lik, seffaf, delikli, genis agizli kapakli plastik kaplara (ORLAB, L190030, 35x55 mm)
birer adet birakildi. G. mellonella (L.) erginleri besin almadigi i¢in deney siiresince herhangi
bir besin verilmedi. Bu erginler stok kiiltlirlin devam ettirildigi ortam sartlarinda birakildi.
Erginler, her giin belirli saatte kontrol edilip not alinarak en son erginin 6liimiine kadar her

erginin yasama siiresi belirlendi.

3.6. DISILERIN YUMURTA VERIMi VE ACILMA ORANI

Piperazinin farkli konsantrasyonlarini igeren besinle yetistirilen G. mellonella disilerinin
yumurta verimine piperazinin etkisini incelemek i¢in yumurtadan yeni ¢ikan larvalar, ergin
evreye kadar beslendi. G. mellonella disileri delikli kapakli, genis agizli, plastik kaplara her
kaba bir disi olmak {izere konuldu. G. mellonella erginleri besin almadigi (Charriere and
Imford 1997) icin bu disilere yumurta birakma siiresince besin verilmedi. Disilerin yumurta
verimini ve ac¢ilma oranini belirlemek icin, disi bireylerin yasadiklar1 siire boyunca
biraktiklar1 yumurtalar sayildi. Birakilan yumurtalar siyah bir zemin iizerine konulan petri
kutusu iginde mikroskop ile sayildi ve fotograflar1 g¢ekildi. Birakilan yumurtalar sayilip

acilmasi i¢in stok kiiltiirliniin bulundugu ortamda bekletildi. Yumurta iiretimi, bir giinde disi
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basina birakilan yumurta sayist baz alinarak degerlendirildi ve disinin verimliligi olarak
belirtildi. Her giin agilan yumurtalar ayni sekilde siyah bir zemin {izerinde petri kutusunda
sayilarak ortalama sayisi belirlendi ve yumurtalarin agilma oranlar1 (fertilite) tespit edildi.
Kontrol ve piperazinin her bir konsantrasyonu i¢in yumurta verimini ve a¢ilma oranini
hesaplamak amaciyla deneyler dort defa tekrarlandi ve deneyden ¢ikan disilerin biraktigi

yumurtalar kullanildu.

Deney i¢in besinin hazirlanmasi ve kavanozlara larvalarin asilanmasinda kisa bir giinliik inceleme
periyodu hari¢ beslenme deneylerinin hepsi boceklerin stok kiiltlirlinlin yetistirildigi sartlarda
yapildi. Besinin hazirlanmasi, yumurtalarin elde edilmesi ve bu yumurtalardan ¢ikan larvalarin
besine asilanmasi islemleri tamamen aseptik olmayan sartlarda gerceklestirildi (Igen et al. 2005,
Biiyiikgiizel et al. 2007, Biiyiikgiizel and Kalender 2007). Laing ve Hagen (1970)'nin meyve
giivesi Grapholitha molesta (Busck) ile Campos vd. (1990)'m musir kurdu Ostrinia nubilalis
(Hiibn.) i¢in kullandig1 yontemler temel alindi ve bir dlglide degisiklik yapilarak bu islemler
uygulandi. Yapilan deneylerde kullanilan besin kaba bir besin olmasi ve ayni zamanda bir ¢ok
lepidopter tiiriiniin birinci evre larvalarinda oldugu gibi G. mellonella larvalarmm da ilk
evrelerinde besin ortaminda 6liim oranmnin yiiksek olmasi, 6len larvalarin iclerinin bosalip
kurumasi ve goz ile gortilemedigi i¢in besine agilanan her bir larva olgun evreye ulagincaya kadar
giinliik olarak izlenemediginden (Zalucki et al. 2002) 6tiirli yasama orani tespit edilirken yasayan

larva sayis1 baglangicta besine asilanmis olan larvalarin sayisi kabul edildi.

3.7. VERILERIN DEGERLENDIRILMESI

G. mellonella’nin farkli evrelerine (7. evre, pupa, ergin) ulasan bireylerin yiizde olarak orani
yasama, bu evrelere ulagsmalar i¢in gecen siire giin olarak gelisme, ergin evreye ulastiktan
sonra hayatta kaldiklar1 siire giin olarak dmiir uzunlugu, birakilan yumurta sayis1 ve agilma

orani disilerin verimliligi tizerindeki etkisi olarak belirlendi.

Deney i¢in yapilan tiim calismalar dorder defa tekrarlandi. Piperazinin G. mellonella’nin
yagsama, gelisme, ergin omiir uzunlugu, yumurta verimi ve yumurta a¢ilma orani ile ilgili
deneylerin degerlendirilmesi tek yonlii “Varyans Analizi” (ANOVA) (SPSS 1997),
ortalamalar arasindaki farkin 6nemini belirlemek i¢in “ LSD Testi” (SPSS 1997), yasama ile
ilgili verilerin degerlendirilmesinde “y 2 (Chi Square) Testi (Snedecor and Cochran 1989)

kullanildi. Ortalamalardaki farkin 6nemi 0,05 olasilik seviyesinde analiz edildi.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. PIPERAZININ G. MELLONELLA LARVALARININ YASAMA ORANI VE
GELISME SURESINE ETKIiSI

Piperazinin tiim besinsel konsantrasyonlari larval evrede (7.evre) ve larva sonrasi evrelerde
(pup ve ergin evreler) yasayan bireylerin yilizdesini Onemli derecede diisiirdii. Bu
antihelmintik maddenin larval yasama oranindaki olumsuz etkisi sirasiyla pup ve ergin evreye
dogru daha da artmis olup, piperazinin en diisiikk besinsel konsantrasyonu ergin evrede
yasayan bireylerin ylizdesini % 18 oraninda onemli derecede azaltti. Piperazinin yliksek
konsantrasyonlar1 7. evreye ulagma siliresini uzatmig olup bu antihelmintik maddenin en
yiiksek konsantrasyonu (% 1) larval gelisme siiresini istatistiksel olarak 6nemli derecede
uzatti. Benzer etki pup olma siiresinde de kaydedildi. Gelisme siiresine en olumsuz etki
piperazinin denenen yiiksek konsantrasyonlar1 (% 0,1 ve 1) tarafindan ergin evreye ulagma

sliresi tizerinde de yapildi (Sekil 4.1-4.6).

111,

Kontrol 0,001 0,01
Piperazin Konsantrasyonlarl (%)

120 -

=

(@] o

o o
1 1

Yasama Oram (%)
5 o
o o

N
o
1

o

Sekil 4.1. Piperazinin G. mellonella'nin larval yagsama oranina etkisi.
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Sekil 4.2. Piperazinin G. mellonella'nin larval gelisme siiresine etkisi.

100 +
80 -

60
50
40

0

30
10
Kontrol 0,001 0,01
Piperazin Konsantrasyonlarl (%)

Yasama Oram (%)

Sekil 4.3. Piperazinin G. mellonella'nin pupal yasama oranina etkisi.
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Sekil 4.4. Piperazinin G. mellonella'nin pupal gelisme Siiresine etkisi.
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Sekil 4.5. Piperazinin G. mellonella'nin ergin yasama oranina etKisi.
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Sekil 4.6. Piperazinin G. mellonella'nin ergin gelisme siiresine etkisi.

Piperazinin en yiiksek konsantrasyonunu igeren besin 7. evreye ulagan larvalarin oranini
% 26,25 + 596’ya, pup olma oranim1 % 21,25 £ 5,69’a, ergin olma oranini ise
% 20,00 £ 6,37’ye diisiirdii. Piperazin icermeyen kontrol besini ile beslenen birinci evre
larvalar1 22,27 + 0,28 giinde 7. evreye, 29,43 +0,34 giinde pupa evresine, 37,66 £ 0.77 giinde
ise ergin evreye ulagdi. Kontrol besini ile beslenen larvalar ile kiyaslandiginda bu
antihelmintik maddenin en yiiksek konsantrasyonu disinda, diisiik konsantrasyonlarini i¢eren
besinler ile beslenen larvalarin 7. larval evreye ulasma siireleri ve pup olma siireleri
istatistiksel olarak etkilenmedi. Buna karsilik ergin evreye ulasma siiresi piperazinin % 0,1’lik
konsantrasyonundan itibaren 6nemli derecede uzatildi (Sekil 4.7, Cizelge 4.1). Piperazinin

diisiik konsantrasyonlarini igeren besinler (% 0,001 ve 0,01) 7. larval evreye, pup ve ergin
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evrelere ulagma stiresi iizerinde 6nemli etki yapmadi. Besine % 0,1 oraninda piperazin ilave
edildiginde 7. evreye ulagma siiresi ve pup evresine ulagma siiresi ortalama 2 giin uzadi, ancak
kontrol grubu ile 6nemli bir fark olugsmadi. Bu besin birinci evre larvalarinin erginlesme
stiresini 37,66 + 0,77 glinden 42,76 + 2,35 giine istatistiksel olarak dnemli derecede uzatmis
olup bu larvalar ortalama 5 giin daha geg¢ ergin evreye ulagmistir. Besine ilave edilen en
yiiksek piperazin konsantrasyonu bocegin birinci larval evreden ergin evreye kadar tiim
gelisimini 6nemli derecede geciktirdi. Piperazinin bu konsantrasyonu 7. evreye ulasma
stiresini 22,27 + 0,28 gilinden 27,49 + 2,28 giine ortalama 5 giin, pup olma siiresini 29,43 +
0,34 giinden 33,01 giine ortalama 4 giin 6nemli derecede uzatti.
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Sekil 3.7. Piperazinin G. mellonella'nin larva, pup ve ergin evreye ulasma siiresine etkisi.

Kontrol besininde larvalarin % 98,75 + 1,08’1 7. evreye ulasirken bu larvalarin % 90,00
+ 2,5’1 pup evresine, % 83,75 + 3,24’ ise ergin evreye ulasti. Bu besine 0,001 gr (% 0,001)
piperazin ilave edildiginde 7. evreye ulasan larva orant % 82,50 + 3,75’e 6nemli derecede
diistii. Bu besinde pupa ve ergin olma oran1 da 6nemli derecede diismiis olup pup orani
% 90,00 = 2,5°den % 71,25 + 4,8’¢, ergin olma orani da % 83,75 + 3,2’den % 65,00 + 3,06’ya
onemli derecede azaldi (Sekil 4.8, Cizelge 4.1). Besindeki piperazin miktar1 % 0,01 oranina
artirldiginda 7. evreye ulasan larva oram1 % 83.75 + 1,08’e diiserken, pup olma oran1 % 61,25

+ 4,09’e, ergin olma orani ise % 57,50 £ 5,44’e diistii. Piperazinin % 0,1’ini igeren besinde
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beslenen larvalar kontrol besinine gore % 27°lik bir azalma ile % 71,25 £ 9,41 oraninda
7. evreye ulasti. Bu besin ile larva sonrasi evrelerde de yasama orani iizerinde benzer sonuglar

elde edildi. Bu besinle beslenen larvalarin % 50,25 + 10,36’1 pup % 50’si ergin oldu.
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Sekil 4.8. Piperazinin G. mellonella'nin larva, pup ve ergin olma oranina etkisi.

Piperazinin kontrol grubu ve yiiksek konsantrasyonlar karsilagtirildiginda bocegin larval evre,
pup evresi ve ergin evrede konsantrasyonlar arasi farklar gorilmistir. Yiiksek
konsantrasyonlar1 deneyde bocegin gelisim evrelerinde degisiklige sebep olmustur; deneyde
gelisimini tamamlayamayan larva, pup evresine ge¢ememis larva, pup evresine ge¢mesine
ragmen ergin evreye ulasamamis pup goriinimlerini ortaya ¢ikarmigtir. Kontrol grubunda
7. evreye ulasan larvalarin biiytikligii ve iriligi ile yiiksek konsantrasyonlardaki larvalar
arasinda fark goriilmiis olup, larvalarin boylar1 daha kisa, yapilar1 daha kiiglik gézlenmis olup
pupal evreye ulagsamayan gelismesini tamamlayamayan, koyu renkli larvalar gortilmistiir
(Sekil 4.9 ve Sekil 4.10). Yine aym sekilde konsantrasyonlar arttikga kontrol grubundaki
puplarin biiyiikligii ile yiiksek konsantrasyonlardaki puplar arasinda fark goriilmiis olup;
yiiksek konsantrasyonlarda puplarda boyutsal farkliliklar ve renklerinde degisiklikler, daha
koyu renkli esmer goriiniimlii puplar ve ergin evreye ulasamayan puplar izlenmistir (Sekil
4.11 ve Sekil 4.12). En yiiksek piperazin konsantrasyonunda larvalar ortalama 5 giin daha geg
ergin evreye ulagmistir. Yiksek konsantrasyondaki erginler ile kontrol grubu erginlerin

fiziksel 6zellikleri arasinda fark goriilmemistir (Sekil 4.13 ve 4.14).
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Sekil 4.10. Yiiksek piperazin konsantrasyonlarinda Galleria mellonella larvalarinin larval
evreyi tamamlayamamis ve pup evresine gecememis halleri, larval gelisim
bozukluklar1 (Fotograf: Nur Emine SEFER).

54



R

Sekil 4.11. Kontrol grubunda Galleria mellonella puplarinin gériiniimii (Nur Emine SEFER).

Sekil 4.12. Yiiksek piperazin konsantrasyonlarinda Galleria mellonella puplarinin goriiniimi,
koyu renkli ve ergin evreye gecememis halleri (Emine SEFER).

Sekil 4.13. Galleria mellonella erginlerinin gortiinimii (Nur Emine SEFER).
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Sekil 4.14. Yiiksek piperazin konsantrasyonlarinda Galleria mellonella erginlerinin
goriiniimii (Nur Emine SEFER).
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Cizelge 4.1. Piperazinin G. mellonella larvalarinin yagama orani ve gelisme siiresine etkisi.

. . 7. evreye ulagan 7. evreye ulagma Pup olma Pup olma Ergin olma Ergin olma
Piperazin 4 - o N o L
(9/100g) larva orani (%) stiresi (giin) orani (%) stiresi (glin) orani (%) stiresi (giin)

9/-ovg (Ort"+ S.H)' (Ort"+ S.H)' (Ort"+ S.H)! (Ort"+ S.H)! Ort"+S.H)'  (Ort"+ S.H)'

0,0008 98,75+ 1,08a 22,27 +0,28a 90,00 + 2,5a 29,43 £ 0,34a 83,75+ 3,24a 37,66 +0,77a
0,001 82,50 + 3,75b 22,58 £0,61a 71,25+ 4,8b 28,60 £0,72a 65,00 + 3,06b 37,47+ 0,78a
0,01 83,75+ 1,08b 21,81 +1,38a 61,25 + 4,09bc 31,22 + 1,04ab 57,50 + 5,44b 39,60 + 1,27ab
0,1 71,25+ 9.41b 24,35 £+ 1,04ab 56,25 + 10,36¢ 31,52 + 1,08ab 50,00 £ 12,11b 42,76 £2,35b
1 26,25+ 5,96¢ 27,49 £2,28b 21,25 +£5,69d 33,01 £2,75b 20,00 £ 6,37¢ 41,32 +£2,31b

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 20 larva kullanilds.

fAyn1 siitunda ayni harfi iceren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (xtesti, LSD Testi).

YKontrol besini (Piperazin igermeyen).

Besine ilave edilen enyiiksek piperazin konsantrasyonu bdcegin birinci larval evreden ergin evreye kadar tiim gelisimini 6nemli



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

Besine ilave edilen en yliksek piperazin konsantrasyonu bocegin birinci larval evreden ergin
evreye kadar tiim gelisimini dnemli derecede geciktirdi. Piperazinin bu konsantrasyonu ergin
olma stiresini 37,66 = 0,77 glinden 41,32 + 2,31 giline ortalama 4 giin 6nemli derecede
uzatmustir (Sekil 4.15).

14 -

0

Kontrol 0,001 0,01

Sekil 4.15. Piperazinin G. mellonella'nin ergin émiir uzunluguna etkisi.
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Sekil 4.16. Piperazinin G. mellonella disilerinin yumurta verimine etkisi.
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Ergin Oncesi evrelerin tersine, piperazin yumurta verimi diginda erginlerin biyolojik
ozellikleri iizerinde 6nemli etkiye sahip olmadi. Piperazinin en yiiksek besinsel miktar1 (% 1)
disilerin bir giinde biraktigi yumurta sayisin1 81,17 £ 5.09’dan 52,93 + 4,80’e¢ 6nemli
derecede diisiirdii (Sekil 4.16. ve Cizelge 4.2.).

Bu antihelmintik maddenin denenen en yiiksek konsantrasyonu yumurta agilimint % 97,85 +
0,59’dan % 74,84 + 3,66 diislirmesine ragmen kontrol ile arasinda istatistiksel bir fark
olusmadi (Sekil 4.17. ve Cizelge 4.2.).

120

100 -
80
60

h

40
20
Kontrol 0,001

Yumurta A¢ilma Oram (%)

Sekil 4.17. Piperazinin G. mellonella disilerinin yumurta agilimina etkisi.
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Cizelge 4.2. Piperazinin G. mellonella’nin ergin émiir uzunlugu, yumurta verimi ve agilma oranina etkisi.

Ergin émiir uzunlugu (giin) Yumurta verimi Agilma orani

(9/1009) (Ort" = S.H)' (Wgtgigs?ﬁi@ (on*(ff )S.H)T
0,000% 8,51 £0,56 81,17 £ 5,09 97,85 £ 0,59
0,001 7,88 0,22 67,22 + 15,46 97,09 £ 0,99
0,01 8,75+ 0,69 46,46 £ 11,12 96,53 £ 0,34
0,1 7,68 1,73 63,72 £ 14,11 95,35+ 1,17
1 8,92+ 1,22 52,93 +4,8 74,84 + 3,66

“Dért tekrarin ortalamasi, her bir tekrar i¢in 20 ergin kullanildi.
*Aym siitunda ayni harfi igeren degerler birbirinden farkli degildir, P > 0,05 (LSD Testi).
¥ Kontrol besini (Piperazin igermeyen).



BOLUM 5

TARTISMA

Bu ¢alisma kullanilan antihelmintik madde olan piperazinin besine eklenen konsantrasyon
farkliliklarinin G. mellonella’nin ergin evreye kadar yasam ve gelisimi ile bocegin gelisme
siiresine etkisini agikca goOstermistir. Besine ilave edilen piperazinin besinsel yiiksek
miktarlart G. mellonella larvalarinin ergin evreye dogru yasama oranini diisiirmiis, en yiiksek
piperazin konsantrasyonunun bdcegin birinci larval evreden ergin evreye kadar tiim gelisimini
onemli derecede geciktirdigi tespit edilmistir. Daha oOnceki g¢alismalarda uygulanan bazi
geleneksel ve yeni kusak antibiyotik maddeler G. mellonella tizerinde piperazinin etkisine
benzer sekilde etkiler gostermistir. Daha 6nce galisilan antihelmintik maddelerin de benzer
etkileri gosterilmistir. Bu antihelmintik maddelerin bocekler tizerindeki etkilerini arastirmak
icin daha Once salisilanilid grubundan niklozamid; benzimidazol grubundan triklabendazol,
mebendazol, oksfendazol ve oksiklozanidin ile gesitli ¢alismalar yapilmistir (Biiyiikgiizel ve
Kayaoglu 2014, Kili¢ vd. 2015, Calik et al. 2015, Sugecti et al. 2016, Celik 2017).

Antihelmintik maddelerden salisilanilid grubundan olan niklozamidin kullanildigi bir
calismada bu maddenin bdcegin yasama oranlarint diistirdiigii (7. evre larva, pup ve ergin
evrelerde) besinsel yliksek konsantrasyonun (% 1,0) ergin gelisme siiresini uzatti1 ve erkek
bireylerin Omiir uzunluklarmi uzattigi goriilmistir (Biiyiikgiizel ve Kayaoglu 2014).
Niklozamid, triklabendazol, mebendazol ve oksfendazolun denendigi diger c¢alismalarda
bdcegin 7. evreye ulasan larva oraninin, pup ve ergin olma oraninin azaldig: tespit edilmistir

(Kilig vd. 2015, Calik et al. 2015, Sugegti et al. 2016, Celik 2017).

Yapilan bu ¢alismada da piperazin heksahidratin tiim besinsel konsantrasyonlarinin larval
evrede (7.evre) ve larva sonrasi evrelerde (pup ve ergin evreler) yasama oranini onemli
derecede diisiirdiigii goriilmiis olup, bu verileri daha 6nce yapilan ¢alismalarla elde ettigimiz
sonuglart desteklemistir. Triklabendazoliin % 0,1’lik besinsel konsantrasyonunun bdcegin

pupa evresine ve ergin evreye ulagsma oranini 6nemli derecede diisiirdiigli goriilmiis olup,
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benzer etki oksiklozanidin % 0,3’lik besinsel konsantrasyonunun kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda da larval, pupal ve ergin evreye ulasma oranlarini anlamli bir sekilde

azalttig tespit edilmistir (Celik 2017, Kili¢ vd. 2015).

Calismamizda piperazinin diisiik besinsel konsantrasyonlariyla beslenen larvalarin 7. larval
evreye ulasma siireleri ve pup olma siirelerinin istatistiksel olarak etkilenmedigi
belirlenmistir. Buna karsilik % 0,1°lik besinsel konsantrasyondan itibaren ergin evreye ulasma
sliresinin onemli derecede uzadigi gériilmistiir. Piperazinin % 1’lik besinsel konsantrasyonu
bocegin birinci larval evreden ergin evreye kadar tiim gelisimini Onemli derecede
geciktirmistir. Oksiklozanid kullanilan bir ¢alismada besinsel tiim konsantrasyonlarin bocegin
gelisme siireleri tizerinde (larval, pupal ve ergin evreler) istatistiksel olarak énemli olmayip;
gelisme stireleri tizerinde 1-2 giin geciktirici etki yaptigi belirlenmistir. Piperazin kullanilan
calismamizda ise % 1’lik besinsel konsantrasyon ergin olma siiresini 37,66 + 0,77 giinden

41,32 + 2,31 giine ortalama 4 giin 6nemli derecede uzatmistir.

Piperazin kullanilan bu ¢alismamizda G. mellonella’nin ergin bireylerinin 6miir uzunluguna
etkisinde tiim besinsel konsantrasyonlarin istatistiksel olarak 6nemli bir etikisi goriilmemistir.
Benzer sonuglar ise oksfendazol ve oksiklozanidin ile yapilan ¢alismalarda da goriilmiistiir.
Oksiklozanidin kullanilan c¢aligmada tiim konsantrasyonlarin ergin bireylerinin Omiir
uzunluguna istatistiksel olarak etki gdstermedigi; oksfendazol kullanilan ¢alismada diisiik
oksfendazol konsantrasyonlarmin disi ergin Omiir uzunlugu {izerinde onemli etkisinin

olmadig1 belirlenmistir (Sugecti et al. 2016).

Bazi yumurta parazitoidleri (Trichogramma tiirleri) ile yapilan benzer arastirmalar besin
ortamlarina kiif ve mantar kontaminasyonunu 6nlemek igin eklenen nistatin, sodyum benzoat
ve metil p-hidroksibenzoat gibi bazi gelencksel antifungallerin bdcegin 6liim oranini
artirdigini gostermistir (Xie vd. 1986, Grenier and Liu 1990, 1991). Bu ¢alismada da benzer
sekilde, piperazinin yliksek konsantrasyonlari bocegin tiim gelisme evrelerindeki yasama

oranini diislirmiis ve gelisme siiresini uzatmaistir.

Besindeki piperazin konsantrasyonlarinin besinin fiziksel ve kimyasal bilesimini etkilemesi
sonucu besinsel kalitede degisiklik olusturabilecegi beklenebilir. Bu sebeple kullanilan
besinin bilesenleri arasindaki dengenin degisimi sonucu larvalarin beslenme davranis

tizerinde degisiklik olabilir ve bununla birlikte besin tiiketim oranlarinda azalmalar
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gozlenebilir. Bocek beslemede kullanilan besinlerdeki besin igeriginin bozulmasinin ve
besinsel kalitesinin disiikligiiniin bu besinle yetistirilen erginlerin fizyolojik ve biyolojik
Ozelliklerini olumsuz etkiledigi bilinmektedir (Slansky and Scriber 1985). Boylelikle bizim
uyguladigimiz calismayla bu konudaki goriisiimiiz desteklenmektedir. Ayrica kimyasal yapisi
degismis dogal besin ile beslenen bir Oriimcek tiirii Pardosa prativaga (L. Koch)’da
antioksidan enzimatik savunmanin zayifladigt (GST’nin aktivitesinin azaldi1) tespit

edilmistir (Nielsen and Toft 2002).

Tarimsal bitkilere zarar veren boceklerin biiyiik bir boliimiinii Lepidoptera takimina ait
bocekler olusturmaktadir. Tarimsal zararlilarla kimyasal savasimda yogun ve gereksiz ilag
kullanimi, dogal dengenin bozulmasi, ¢evre kirlenmesi ve zararlilarin kisa siirede direng
olusturmasi gibi pek ¢ok probleme sebep olmaktadir. Bu gibi sebeplerle boceklerin laboratuar
sartlarinda yetistirilmeleri ve bu sebeple de yapay besin gelistirme ¢alismalari hizlanmigtir.
Mikrobiyal kontaminasyonlara yapay besinlerle yetistirilen boceklerde rastlanildigindan, buna
¢oziim olarak antimikrobiyal maddelerin besinlere ilave edilmesi {izerine ¢alismalar
yapilmistir (Clark et al. 1985, Costa et al. 1997).

Diptera takimina ait olan Agria affinis (Fall.) (Diptera: Sarcophagidae)’in farkli antibakteriyel
ve antifungal antibiyotikleri igeren besinler ile yetistirilmesi sonucunda bu boceklerin son
larva evresine gelismesinin geciktigi, pup ve erginlerin oranlarmnin azaldigi, viicutlarinda
sekillenen yapisal bozukluklar olustugu gozlenmistir (Singh and House 1970a, b, c). Benzer
etkiler diger bir Dipter olan bocek Phryxe caudata (Rondani) (Diptera: Tachinidae) tizerinde
de gozlenmistir (Grenier 1977). Bu konuda yapilan 6nemli bir ¢alismada sentetik besine ilave
edilen penisilin, streptomisin ve rifampisinin Hymenopter P. turionellae’nin yasama oranini

diistirdiigii ve gelisimini geciktirdigi belirlenmistir (Biiylikgiizel ve Yazgan 1996).

Bu ¢alismada antihelmintik madde olarak besinde kullanilan piperazinin besinin kalitesi
tizerinde olumsuz etkileri olabilir. Antihelmintik bir madde olan mebendazol (Calik et al.
2015), triklabendazol (Kilig vd. 2015), oksfendazol (Sugecti et al. 2016), oksiklozanid (Celik
2017) ile G. mellonellla tizerinde yapilan 6nceki beslenme deneylerinde bocek tlizerindeki

olumsuz etkilerin besinin degismesi ile iliskili olabilecegini gostermistir.

G. mellonella ile ilgili yapilan bir ¢alismada bocegin gelisme 6zellikleri, besinsel ihtiyaglari,

ekolojik adaptasyonu ile entomolojik arastirmalar i¢in model bir bocek olarak
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kullanilabilecegi belirtilmistir (Beck 1960). Insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisi amaciyla
kullanilan penisilin ve streptomisin Biiyilikgiizel and Kalender (2007, 2008, 2009) tarafindan
yiriitillen bir ¢alismada kullanilmistir. Calisma sonucunda G. mellonella’nin  yasama,
gelisme, viicut agirligi ve total protein miktar1 {izerinde olumsuz etkiler goriilmiistiir.
Piperazin bocegin yasama oranini parazitlerde oldugu gibi sinir hiicresi zarlarini hiperpolarize
(asir1 uyarma) ederek ve sinir uyarilarmin kaslara gegmesini onleyerek diisiirmiis olabilir
(Martin 1982, 1985, 1997). Bu gorisii desteklemek i¢in detayli ¢alismalara ihtiyag

bulunmaktadir.

Piperazin nematod kaslarinda GABA (gamma aminobutirik asit) reseptoriinii aktive ederek
GABA reseptor kanal kapilarini agan bir inhibitdrdiir. Piperazinin bazi biyolojik etkileri igin
omurgasizlardan bir nematod tiirii Caenorhabditis briggsae (Fiakpui 1967) ve omurgalilardan
kurbaga spinal kordu (Constanti et al. 1976) {izerinde ¢alisilmis olup piperazinin
néromiskiiler baglantilardaki uyari iletimini inhibe ederek antihelmintik etki gosterdigi

belirlenmistir.

Piperazin ayni zamanda parazitlerde siiksinik asit {iretimini de engeller. Boylece paralize
olmus ve yeteri kadar enerji liretemeyen parazit bagirsak peristaltik hareketleri vasitasiyla
disar atilir. Piperazinin temel etkisi siiksinat iiretimini azaltarak paraziti paralize etmesidir ve
bdylece sinir uyarisinin sinir kas baglantisindan gegmesi onlenmis olur. Kaslarda olusturdugu
asir1 uyarilma sebebiyle kas hiicrelerinin asetilkoline duyarsizligini artirir (Bueding et al.
1959, Castillo et al. 1964, Parvatham and Veerakumari 2013). Bu etkiler bocekte de meydana
gelirse, piperazin olumsuz etkisini bu mekanizma ile gostermis olabilir. Ancak bu diigiinceyi

desteklemek i¢in detayli calismalara ihtiyag¢ vardir.

Piperazin kimyasal bakimdan dietilendiamin yapisinda olup, genis spektrumlu antihelmintik
bir ilagtir. Insan ve hayvanlarda helmint infestasyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadur.
Duyarli helmint hiicrelerinde enerji azalmasina neden olur ve yeterli enerji kaynagina sahip
olamayan parazitler ¢ogalamazlar veya canliliklarini kaybederler. Piperazin viicutta
gastrointestinal kanaldan hizlica emilir ve agizdan alinmasina takiben 30 dk iginde idrarda
belirlenebilir (Austin and Monasterio 2004, Burgu ve Karaer 2005).

Insektisitlerin boceklerde metamorfozu (Hoskins 1940), yeni nesillerin genetik yapilarini,

bocek Oliim oranlarini, boceklerin iiremelerini, yumurta birakma davraniglarint (Moriarty
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1970, Zalizniak and Nugegoda 2006), boceklerin esey oranlarini (Liu and Trumble 2005)
etkiledigi ¢esitli arastirmalarda gosterilmistir. Bu etkiler ¢aligmamizda da bdcegin besinsel
konsantrasyonlarina karistirilan piperazinin G. mellonella tizerinde olusturdugu olumsuz
etkileri ile benzerlik gostermektedir. Piperazin ile beslenen larvalarin 7. larval evre dahil, pup
ve ergin evrelerde yasama oranlarinda diisiis, yumurta veriminde azalma ve yiiksek
konsantrasyonlarda evreler arasi gegis siiresinin uzadigi goriilmiistiir. Mebendazol (MBZ) ve
oksfendazoliin kullanilarak yapilan ¢alismalarda (Calik et al. 2015, Sugecti et al. 2016) bizim
sonuglarla uyumlu olarak yumurta veriminde O6nemli derecede diisiis goriilmiistiir. Bu
degisimlerin nedeni ilave edilen maddenin bocegin beslenmesini olumsuz yonde etkilemesi
olabilir. Yapilan bazi c¢aligmalar neticesinde bazi bocek tiirlerinin ¢esitli gevresel stres
faktorlerine maruz kaldiginda ergin Omiir uzunlugunda meydana gelen degisimlerin
antioksidan enzimlerden SOD ve CAT aktivitelerinin yiikkselmesine (Bains et al. 1998, Sun et
al. 2002) ve lipid peroksidasyonu diizeyinin diismesine (Sestini et al. 1991) bagli oldugu ileri

stirilmiistiir.

Yapilan bu calismada piperazin G. mellonella’nin yasama oranmi olduk¢a diisiirmiis ve
yasayan bireyler iizerinde de gelismeyi geciktirici etkisi goOsterilmistir. Bu sonuglar
piperazinin G. mellonella larvalari {izerinde enerji liretimini azalttigi goriisii ile uyumlu
olabilir. Piperazinin tim besinsel konsantrsayonlarinin bocegin yasama orani ve gelisme
stiresinde olumsuz etkisi piperazinin insektisit olarak kullanilabilirliginin incelenmesinde
onem teskil edebilir. Bu durum ise tarimsal zararli boceklere karsi miicadelede umut verici

sonug olabilir.

Bocek kiiltiiriiniin devamliligin1 saglamada kullanilan yapay besinlerin bocegin gelismesinde
Oonemi biyiiktiir. Ergin evrede beslenme faaliyetleri olmayan Lepidopter boceklerin larval
asamada aldig1 besinin kalitesi bocegin gelisme evreleri ve yumurtlama faaliyetleri tizerinde
onemli bir etki olusturmaktadir (Schopf 1991, Howell 1981). Cesitli bocekler iizerinde
yapilan ¢aligmalarda kullanilan antibiyotiklerin de bocek iizerinde yumurta verimini diisiiriicii
etkisi goriilmistiir. Sugegti et al. (2016) yaptig1 ¢alismada oksfendazol iceren yiiksek besinsel
konsantrasyonlarin bdcegin yasama ve yumurta verimini diiglirdiiglinii tespit etmistir. Bu
duruma sebep olarak besine ilave edilen maddenin besinin fiziksel ve kimyasal bilesenini
bozmasi diisiiniilebilir. Degisen besin igeriginde larvalar beslenme siiresinde daha az besin

alip yasama ve gelismeleri olumsuz yonde etkilenmis olabilir.
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Lepidoptera takimina ait Spodoptera exigua’nin uzun siire fenitrotiyona maruz birakilmasiyla
erginlerde SOD aktivitesi ile beraber yagama oraninin ve 6miir uzunlugunun anlamli derecede
arttig1 gozlenmistir (Adamski et al. 2003). Baska bir ¢alismada da organofosforlu (OP)
insektisitlerin 6ldiiriicti olmayan dozlarina kars1 bir tepki olarak P. turionellae erginlerinde
SOD aktivitesinin ve Omiir uzunlugunun arttig1 goriilmiistir (Biiytlikgiizel 2006). Baska bir
calisma besine ilave edilen antimikrobiyal maddelerin olusturduklar1 besindeki tat ve koku
degisikliklerinin bocegin yasam parametreleri ve gelisimi lizerinde olumsuz etkisi oldugunu

gostermistir (Singh and House 1970 a, b).

Aglik stresinin bazi bocekler lizerinde yumurta sayisini diisiirdiigii goriilmiistiir ancak yapilan
caligmalar tiretilen bazi yumurtalarin canliligini ve agilma oranini etkilemedigini gostermistir
(Tully and Ferriere, 2008). Ornidazol, terbinafin ve niklozamid gibi baz1 antihelmintik
antibiyotikler ile G. mellonella tizerinde denenen ¢alismalarda; disilerin yumurta veriminde
onemli derecede diisiis goriilmiistiir (Vuran 2012, Kastamonuoglu 2012, Kayaoglu 2013). Bu
olumsuz etkilerin nedeni oksidatif stres ve buna bagli olarak antioksidatif savunma ile iliskili
oldugu tespit edilmistir. Boceklerde yasama orani ve dmiir uzunlugu, oksidatif stresin bocek
tizerindeki olumsuz etkileri ortadan kalktiginda artabilir. Artan oksidatif strese karsi
antioksidan enzimlerin sentezi de artar. Drosophila melanogaster (L)’de Omiir siiresinin
uzamasi1 Ve oksidatif strese direncin artiginin nedeni glutatyona bagimli enzimlerin (GST ve
GPx) aktivitelerindeki yiikselme olarak yorumlanmstir (Parkes et al. 1993, Sohal et al. 1995
a,b, Sun et al. 2002).

Piperazinin bdcegin yasam parametreleri {izerindeki olumsuz etkisinin oksidatif ve
antioksidan seviye ile iligkisini ortaya ¢ikarabilmek amaciyla yapilacak ek galigmalara ihtiyag
duyulmaktadir. Ozellikle yumurta verimi ve agilma oranmin diigmesi, yumurta iiretimi olan
organlarda oksidatif hasar olusmasi, ya da flretilen yumurtalardaki embriyonal gelisim
sirasinda oksidatif hasarin artmasi sonucu olabilir. Bu goriisiin aydinlatilabilmesi amaciyla
ilave deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna karsilik omurgalar {izerinde yapilan bazi
caligmalar oksidatif stresin artig1 ile yumurta agiliminin azaldigini gostermistir (Alonso-

Alvarez et al. 2010).

Entomopatojen fungus Beauveria bassiana’nin Biiylik Balmumu giivesine enjekte edilerek
bocek iizerindeki etkilerinin arastirildigi ¢alismada; bdcek iizerinde olumsuz fizyolojik

etkilerin olustugu ve yumurta veriminin istatistiksel olarak Onemli derecede diistligii
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belirtilmistir (Dubovskiy et al. 2013). Thaumetopoea pityocompa (Schiff) ve Nezara viridula
L. (Het. Pentatomidae) (Pis kokulu yesil bocek) tlizerinde Neem (Azadirachta indica)
agacindan elde edilen azadirachtinin kullanildig1 bir calismada, bitkisel kaynakli bir insektisit
olan azadirachtinin T. pityocompa larvanin gelismesini onledigi ve beslenme aktivitesini
azalttig1 gdzlemlenmistir (Unal and Akkuzu 2009, Riba et al. 2003). Inorganik insektisitlerden
besine ilave edilen bor tiirevi ¢esitli kimyasallarin (borik asit ve sodyum tetraborat) yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildigi beslenme ¢alismasinda G. melonella’nin larval ve pupal
evrede 6lim oranini ve ergin 6miir uzunlugunu arttirdigi, bocegin gelismesini geciktirdigi,
yumurta lretimini ve agilimini azalttigr gozlenmistir (Hyr$l et al. 2007, Biiytikgiizel et al.
2013Db).

Bu calismamizda kullanilan piperazinin bocegin aktif beslenme faaliyetini siirdiirdiigii evre
olan larval evrede tiiketilmesi disilerin yumurta verimi iizerinde olumsuz etkiye sebep
olmustur. Calismamizda kullanilan piperazin, bdcegin yumurta verimi disinda erginlerin
biyolojik Ozellikleri iizerinde istatistiksel olarak Onemli etki yapmamistir. Piperazinin en
yiiksek besinsel miktari (% 1) disilerin bir giinde biraktig1 yumurta sayisin1 81,17 + 5.09°den
52,93 + 4,80’e istatiksel olarak onemli derecede diisirmiistiir. Bu sonucu destekleyen baska
bir ¢aligmada kullanilan iki farkli besin tipinin G. mellonella’larin yumurta verimini etkiledigi
tespit edilmistir (Nurullahoglu ve Susurluk 2001). Antihelmintik maddeler olan
mebendazolun ve oksfendazolin artan konsantrasyonlarinin etkisinin incelendigi
G. mellonella ile yapilmis daha 6nceki g¢alismalarda disilerin yumurta veriminin Onemli
derecede azalmasi ile birlikte bu goriis desteklenmektedir (Calik et al. 2015, Sugecti et al.
2016).

Piperazinin bodceklerdeki metabolizmasi bilinmemekte olup etkisini biiylik olasilikla
boceklerdeki metabolitleri veya sindirim kanalindaki oksidasyon iiriinleri ile gosterebilir.
Antihelmintik madde olan piperazinin boceklerdeki etkisinin daha iyi anlasilmasi i¢in ilave

caligmalar yapilmalidir.
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BOLUM 6

SONUC

Bu calisma bocek beslenmesi kapsaminda degerlendirildiginde, bdcek besinlerindeki
kontaminasyonlar1 6nleyen ve bdcek lizerinde etkisi olmayan antihelmintik madde miktarinin
belirlenmesine de onciiliikk edecektir. Bilinen bazi antihelmintiklerin antibakteriyel etkisinin

bulundugu bilinmektedir (Bowden and Ross 1965, Lingala et al. 2011).

Gliniimiiz sartlarinda tarimsal zararlilarla miicadele ederken, kullanilan ¢esitli kimyasallarin
uygulandig1 bolgede bulunan diger yararli canlilara zarar verdigi, insan sagligi i¢in 6dnemli
tehdit olusturdugu bununla birlikte bitki ortiisinde ve dogada tahribata sebep oldugu
bilinmektedir. Hedef canlilarda olusan direng sebebiyle yeni kimyasal miicadele
yontemlerinin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Calismalarimizdan elde edilen veriler 1s181nda
klinik 6neme sahip piperazinin zararli boceklerin miicadelesinde kullanilabilecegi ancak

kullanilacak konsantrasyonlarin hassas bir sekilde ayarlanmasi gerektigini sdyleyebiliriz.

Besine ilave edilen piperazin konsantrasyonlar1 bocegin gelisim evrelerinde degisiklige sebep
olmustur. En yiiksek piperazin konsantrasyonu bdcegin birinci larval evreden ergin evreye
kadar tim gelisimini onemli derecede geciktirmistir. 7. evreye ulagsma siiresinde gecikme,
pupal evreye gegislerde yapisal bozukluk ve pupal evreye gecememe, bu evreye gecis
siiresinin uzamasi ve pup evresinden ergin evreye ulasamama gibi bocek lizerinde 6nemli

derecede etkiler goriilmiistiir.

Piperazinin besinsel etkilesim disinda hangi mekanizmasiyla bocek iizerinde olumsuz etki
gosterdigini tespit etmek amaciyla etki mekanizmasinin tam olarak anlagilmasi igin ilave
arastirmalara gerek duyulmalidir. Ancak bu yapilan ¢alismanin devaminda antihelmintik madde
olan piperazin ile insektisit etkinlik testlerinin yapilmasi ve alan ¢alismasina da yer verilmesi

gerekmektedir.
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