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OZET

JUGLONUN BUYUK BALMUMU GUVESI GALLERIA MELLONELLA L.
(LEPIDOPTERA: PYRELIDAE)’'DA OKSIDATIF ve GENOTOKSIK ETKILERININ
BELIRLENMESI

Emine DUMAN
Biyoloji Anabilim Dal1
Genel Biyoloji Bilim Dal1
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Aralik, 2017

Danisman: Dog. Dr. Hiillya ALTUNTAS

Bu calismada, 6nemli bir fitokimyasal bilesen olan juglonun, bal mumu zararlisi
ve model bocek olan Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) tizerindeki oksidatif
ve genotoksik etkilerinin arastirtlmast amaclanmistir.  Calisma  kapsaminda
degerlendirilen tiim parametrelerin arastirilmasi bdcegin zararli oldugu larva evresi
tizerinde yapildi. Bu amagla G. mellonella tiiriiniin birinci evre larvalarinin besinlerine
farkli dozlarda saf juglon uygulanarak, juglonun insektisidal etkisi probit analizi
kullanilarak belirlendi. Zararl tiiriin larval donemi tlizerinde insektisidal etki gosterdigi
belirlenen juglonun, letal (LDgg) ve ortalama letal dozu (LDso) sirasiyla 6,1 ve 2,3 mg/
2g besin oldugu tespit edildi. Letal dozlara bagl kalarak calisma kapsaminda
hedeflenen ekotoksik ve genotoksik analizler i¢in LDso’nin altinda kalan etkin dozlar
0,5, 1 ve 2 mg/ 2g besin olarak belirlendi. Besinsel juglon uygulanan ve uygulanmayan
G. mellonella son evre larval hemolenflerinde antioksidan enzim aktiviteleri (SOD,
CAT ve GST) ile MDA miktar1 doza bagli degisimler gosterirken, GPx enzim
aktivitesinde herhangi bir degisimin olmadigi belirlendi. Larval donem {izerinde
juglonun genotoksik etkilerinin olup olmadigi ise COMET yontemi ve mikroniikleus
analizi ile belirlendi. Bu analizler sonucunda da doz artisina bagh olarak genomda
onemli hasarmn ortaya ¢iktigr tespit edildi. Calisma sonuglar1 juglonun etkin dozlarinin
zararli ve model bocek olan G. mellonella’nin larval evresi iizerinde ekotoksik ve

genotoksik etkili oldugunu gostermektedir.

Anahtar Sézciikler: Juglon, Galleria mellonella, Antioksidan Sistem, Genotoksikoloji,

Comet Yontemi.



ABSTRACT

OXIDATIVE AND GENOTOXIC EFFECTS OF JUGLONE ON THE GREATER
WAX MOTH GALLERIA MELLONELLA L. (LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)

Emine DUMAN
Department of Biology
Programme in General Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, December, 2017

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hiilya ALTUNTAS

In this study aimed to investigate the effects of the oxidative and genotoxic effects
of juglone which is an important phytochemical compound on the greater wax moth G.
mellonella; an model organism and a serious pest in wax. Investigation of all
parameters assessed within the scope of the study was carried out on the larvae, the
harmful stage of the pest. For this purpose, the insecticidal effect of the juglone was
determined with probit analysis by applying technical juglone at different doses to the
diets of the first instars of G. mellonella. Juglone showed insecticidal effect on the
larval stage of the pest and lethal (LDgg) and median lethal doses (LDso) were
determined as 6.1 and 2.3 mg/ 2g in diet, respectively. According to LDso dose of
juglone, the effective doses of 0.5, 1 and 2 mg in 2 g of diet were used for the ecotoxic
and genotoxic analyses. It was determined that antioxidant enzyme activities (SOD,
CAT, and GST) and the amount of MDA showed dose-dependent changes in
hemolymph of last instars of G. mellonella treated with dietary juglone doses with
respect to untreated larvae, but it was determined that there is no change in GPx enzyme
activity in treated and untreated larvae. To determine whether juglone has genotoxic
effects on larvae, DNA fractions and micronucleus formation were analyzed using
COMET and micronucleus assays. As a result of these analyzes, it was determined that
significant damage occurred in the genome of insect due to the increase of the juglone
doses. In conclusion, our project results show that effective doses of juglone are

ecotoxic and genotoxic on the larval stage of pest and model organism G. mellonella.

Keywords: Juglone, Galleria mellonella, Antioxidant System, Genotoxicology, Comet

Assay.



TESEKKUR

Yapmis oldugum caligsmalar siiresince her daim bilgi, tecriibe ve deneyimleri ile
yanimda olan, akademik anlamda ilerleme ve gelisme kaydetmeme yardimeci olan, yenilikg¢i
bakis agisi ile ufkumu genisleten ve her daim destek¢im olan saygideger danismanin Dog.
Dr. Hiilya ALTUNTAS a sonsuz tesekkiirlerimi bir bor¢ bilirim. Calismalarim igerisinde
yer alan ve tarafimca ilk kez gerceklestirdigim COMET Analizleri ile ilgili bilgi, tecriibe ve
deneyimlerini benden esirgemeyen degerli hocalarim Dog. Dr. Gézde KILIC AYDOGAN
ve Yard. Dog¢. Dr. Volkan KILIC ile degerli arkadasim doktora &grencisi Seyda
UCARCAN’a tesekkiir ederim. Ayrica ¢alismalarim siliresince ayni laboratuvar ortamini
paylastigim, gerektiginde yardimlarini benden esirgemeyen degerli calisma arkadasim

yiiksek lisans dgrencisi Selin CIM’e de sonsuz tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca beni biiyiik bir 6zveri ile yetistiren, maddi ve manevi desteklerini
benden higbir zaman esirgemeyen sevgili annem Sevgi DUMAN, sevgili babam Hiiseyin
DUMAN ve canim kardeslerim Mustafa DUMAN ve Yurdagiil DUMAN’a sonsuz tesekkiir

ederim.

Emine DUMAN
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Emine DUMAN
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1. GIRIS

Diinya iizerinde yasamakta olan her canlinin temel gereksinimleri arasinda neslini
devam ettirme iggilidiisii bulunmaktadir. Canlinin neslini devam ettirebilmesi igin
beslenme, korunma, habitat ve lireme faaliyetlerini ger¢eklestirmesi gerekmektedir. Bu
faaliyetlerin timi biyolojik gerekliligin bir parc¢asini olusturmaktadir. Bir canlinin
iireme yeteneginin artmasina bagli olarak populasyon yogunlugu da artmakta, buna
bagli olarak da beslenme, korunma ve habitat sorunlariyla kargilasmaktadir. Bu sorunlar
ekosistem igerisinde yer alan kontrol mekanizmalari ile giderilmektedir. Boylece canli
sistemler miidahale edilmedigi takdirde ekosistem tarafindan olusturulan denge ile
kendi diizenini korumaktadir. Beslenme, habitat, korunma ve iireme ile ilgili ortaya
cikabilecek olumsuzluklar insanin da i¢inde bulundugu tiim canlilar1 etkilemektedir.
Ancak insan1 diger canlilardan ayiran diistinme yetisi, bu problemler karsisinda farkl
¢dziim yollarmin gelistirilmesine neden olmustur. Insanin gelistirmis oldugu teknoloji,
hastaliklar ile miicadele edilmesinde, habitat sorunlarinin giderilmesinde ve beslenme
ile ilgili alternatifler bulmasiyla kendi populasyon yogunlugunu daha da artirmaktadir.
Fakat insan tarafindan sunulan bu alternatifler ayn1 zamanda ekosistemin kendi i¢inde

sahip oldugu dengeyi de bozmaktadir.

Kiiresel problemlerden biri olan beslenme problemi ¢oziime ulastirilmas: gereken
oncelikli konular arasinda yer almaktadir. Beslenme ile ilgili yasanan problemler,
verimli tarim alanlarinin azalmasina ve tarimsal {irlinlerin suanki insan populasyonu i¢in
yetersiz kalmasina baglhidir. Bu nedenle bu problemin giderilmesinde, daha az alandan
daha fazla besin igerigine sahip {riinlerin yetistirilmesi konusunda ¢alismalar
yapilmaktadir. Ancak besinlerin liretimi ve depolanmasi sirasinda zararli organizmalar
tarafindan istilaya ugramasi ekonomik kayiplarla birlikte gida kalitesi eksikligi, agirlik
kaybi, ¢imlenme noksanligi gibi nedenlere bagl olarak da kitlesel kayiplarin ortaya
¢ikmasina sebep olmaktadir (Tulaganov, 1995). Bununla birlikte yasanan diger bir
problem ise tarim iriinlerinin retim, hasat ve depolanmasi sirasinda yasanan
problemlerdir. Bunlar arasinda yer alan tarimsal iriinlerin enfekte olmalari, zararhilar
tarafindan istilaya ugramasi gibi onemli problemlerinde goz ardi edilmemesi
gerekmektedir. Bu yiizden besinlerin {iretimi ve bu {iriinlerden elde edilen hammadde ve
maddelerin depolanmasi sirasinda zararli organizmalar ile miicadele edilmesi gerekliligi

dogmaktadir.



Zararli organizmalar ile miicadele yontemlerinde ekonomik kaygilar ve sonuca
daha hizli ulagilmasi nedeniyle siklikla kimyasallarin kullanilmasi tercih edilmektedir.
Son yillarda insektisitlerin en sik kullanilan kimyasal miicadele yontemi oldugu ve
bunlarin zararh tiir izerindeki etkileri ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma yapilmistir (Kudon
vd.,1988; Ahmad vd., 1995; Hill ve Foster, 2000; Nowak vd., 2000). Ayn1 zamanda bu
kimyasallarin canlilarin dayaniklilik kazanmasi, ¢evredeki yararli organizmalarin, bal
arillariin, kuslarin ve baliklarin kitlesel yok oluslari, besin zinciri araciligiyla insanlara
kadar ulasmasiyla da kanserojen, teratojen ve mutajen etkiler gibi olumsuz sonuglara
neden olarak ekolojik dengenin bozulmasina sebep oldugu bilinmektedir (Cox, 1996;
Lee vd., 1996; Ahmad vd., 1997; Rick ve Relyea, 2005; Szatkowska vd., 2012; Mineau
ve Whiteside, 2013). Kimyasal kullanim1 sonucunda ortaya ¢ikan bu olumsuz etkilerin
azaltilmast amaciyla bir¢gok pestisit kullanimina kisitlama ya da yasaklama
getirilmektedir. Bununla birlikte siirdiiriilebilir tarim uygulamalariin devamliliginin
kimyasal pestisit tiiketiminin azaltilarak ¢evre dostu alternatif tekniklerin
gelistirilmesine bagli oldugu da vurgulanmaktadir (Azizoglu vd., 2012; Celik vd.,
2012). Bu amagcla insan ve g¢evre iizerine olumsuz etkileri olmayan, maliyeti diisiik,
genis spektrumlu, sera ve tarla kosullarinda hastalik ve zararlilarin kontrol altina
alinmasinda kullanilabilecek biyoinsektisitlerin belirlenmesi gerekmektedir (Lenteren-
Van, 1995; Rabasse ve Van, 1999). Biyoinsektisitlerin kullaniminda bagvurulan
miicadele yontemleri “Entegre Miicadele’” (Birlesik Zararli Yonetimi) programi
kapsaminda ele alinmaktadir. Entegre miicadele yonteminde, kiiltliir bitkileri ve
iirlinlerine ait hastalik, zararli1 ve yabanci otlarin ¢evre ile iliskileri g6z oniine alinarak
populasyon yogunluklarinin ekonomik olgiiler i¢inde korunmasi saglanmaktadir. Bu
yontem birden fazla Kimyasal, biyolojik ve fiziksel yontemi icermekte ve kullanilan
yontemler birbirini tamamlayacak sekildedir. Bu yontemin temel aldig1 prensipler insan
ve ¢evre sagliginin korunmasiny, iiriin miktar ve kalitesindeki kayiplarin engellenmesini

ve tiim girisimlerin ekonomik olmasini igermektedir (Ozkan, 2012).

Entegre miicadele programlarinda, biyolojik aktiviteleri ve dogada birikime
ugramamalar1 gibi bircok sebeple dogal biyoaktif iiriinlerin kullanimina yonelik
calismalar artig gostermektedir. Bu durum ile ilgili olarak Avrupa Koruma Ajansi (EPA,
Enviromental Protection Agency) tarafindan bazi pestisitler diislik riskli ya da ¢evre
dostu olarak nitelendirilmistir. ABD ve bircok AB iilkesinde ¢evre dostu pestisitlerin

ruhsatlandirilmasi kolaylastirilmis ve kullanimlar1 i¢in bazi tesvikler getirilmistir.
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Benzer bir durum iilkemizde de son 5 yillik siirecte degiserek Gida -Tarim ve
Havyancilik Bakanligi 2013 - 2017 Stratejik Plani igerisinde kendine yer edinmistir. Bu
degisiklikler bitki ve hayvan saghgi ile refahim1 saglayacak yeni hizmetlerin
gelistirilmesi ve entegre miicadele calismalarinda c¢evreye en az zarar1 verecek
pestisitlerin kullanilabilecegine yonelik yenilikleri igermektedir. Son yillarda, bu ¢evre
dostu insektisitler igerisinde, ¢esitli insektisidal etkiye sahip aktif bilesenleri bulunan
fitokimyasallar 6nem kazanmustir. Bu calismadaki hipotez ise Gida - Tarim ve
Havyancilik Bakanlig1 2013 - 2017 Stratejik Plan1 ve zararli bocekler ile yapilan entegre
miicadele c¢alismalarinda fitokimyasallarin ~ kullanilmasi  goz Oniine alinarak
olusturulmustur. Bu amagla, 6nemli bir bitkisel metabolit ve fitokimyasal olan Juglonun
entegre miicadele calismalarinda dogal insektisit olarak kullanilip kullanilamayacagi
sorusu Galleria mellonella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinda meydana gelen,

biyokimyasal ve genotoksik etkilerin belirlenmesi ile arastirilmistir.

Lepidoptera takimi oOzellikle Pyralidaec familyasina ait tiirler, tarimsal ve
endiistriyel agidan 6nemli olan bitkilerde ciddi derecede ekonomik kayiplara neden olan
zararl1 organizmalar arasinda yer almaktadir. Ulkemizde, ekonomik ve besinsel degeri
yiiksel olan bitkilerde ve hasat sonrasi elde edilen tarimsal iiriinlerde milyonlarca liralik
kayiplara neden olmaktadir. Bu nedenle bu zararli tiirler ile entegre miicadele
caligmalarinda kullanilacak yeni yontemlerin arastirilmasi ve gelistirmesi gerekliligi
ortaya ¢ikmistir. Zararli Lepidoptera tiirlerinin laboratuvar kosullarinda kiiltiire alinarak
gozlenmesiyle elde edilen sonuclar zararli organizmalar ile miicadele calismalarina
yardimcr olmaktadir (Al-izzi vd., 1987). Ayrica kimyasal uygulamalar sonrasi
boceklerde gerceklesen metabolik faaliyetlerin  fizyolojik ve molekiiler diizeyde
aydinlatilmasina da olanak saglamaktadir (Mandato vd., 1997; Pohlon ve Baldwin,
2001; Biytikgiizel, 2002a, 2002b; Tinaz vd., 2002). Boylece laboratuvar ortaminda
yapilan analizler biyopestisit adayr olarak diigiiniilen dogal bilesiklerin bocekler
tizerinde biyolojik, toksikolojik ve genotoksik etkilerinin degerlendirilebilmesini de

mumkin kilmaktadir.

Zirai kazang saglayan meslek gruplart arasinda yer alan aricilik iilkemizde de
caligmalart yogun olarak yapilan ve bal aris1 kolonilerinden hayvansal {irtinlerin elde
edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Bal, polen, balmumu, ar1 siitii, propolis gibi bal

arilan tarafindan {retilen iirlinler insan sagligi, beslenme ve ekonomik acidan oldukca



Oonemli bir yere sahiptir. Bununla birlikte arilar, bitkilerde tozlagsmaya yardimci olarak
ekolojik acidan onemli bir gorevi de yerine getirmektedir. Bu nedenle, bal iiretimi,
depolanmast ve balmumu yapimi siirecinde karsilasilan zararli organizmalar ile
miicadele edilmesi ekonomik ve ekolojik ag¢idan 6nemli bir olgudur. Bu galismada
kullanilan model organizma, biiyiik balmumu giivesi G. mellonella aricilik sektoriinde
biiyiikk kayiplara neden olan ar1 zararlilar1 arasinda ikinci sirada yer almaktadir
(Selgukoglu, 1999). Biiyiik balmumu giivesi ile miicadelede siklikla asetik asit, naftalin
ve kiikiirt gibi ¢evre dostu olmayan kimyasallar kullanilmakta ve bu kimyasallar da
insan ve hayvan sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Kumova ve Korkmaz, 2002).
Bu miicadelede siklikla kullanilan naftalin, zamanla balmumunda birikime ugrayarak
kovanda yasayan bal arilarinda ve diger canlilarda toksikolojik ve mutajenik etkilere
neden olmaktadir (Moosbeckhofer vd., 1995; Ugurlu, 2000). Bu nedenle bal mumu
zararlist G. mellonella’ya karsi yapilan miicadele calismalarinda insan dahil diger
canlilari olumsuz yonde etkileyen kimyasallarin yerine daha g¢evre dostu

biyopestisitlerin kullanilmasi1 gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Juglon, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Bignoniaceae, Droseraceae ve
Nepenthaceae gibi bitkiler tarafindan sentezlenen ve sekonder metabolitler igerisinde
yer alan naftokinonlar ile benzer yapiya sahip sentetik aromatik bir hidrokarbon
bilesigidir (Babula vd., 2009). Naftokinonlar ve cesitli bitki sekonder bilesiklerinin ve
bitkisel ekstratlarin herbivor bdcekler lizerinde, larval Oliimlere, larval beslenmenin
engellenmesine (antifeedant etki), biiylimelerinin inhibe edilmesine ve ¢esitli
insektisidal etkilere neden oldugunu gésteren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Emam vd.,
2009; Jeyasankar vd., 2010; Rattan ve Sharma, 2011; Seref-Giin vd., 2011; Paul ve
Sohkhlet, 2012). Daha oOnce yapilan bu calismalardan bazilarinda fitokimyasallar
icerisinde yer alan ve naftokinon 6zellikli bitki sekonder bilesigi olan Juglonun, ¢esitli
fitofag boceklerde toksik, beslenme engelleyici ve bu tiirlerin yumurta ac¢ilim oranlart
tizerinde olumsuz etkili olduguna ait bilgiler verilmistir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987,
Lindroth vd., 1990; Sorokin ve Whitaker, 2008). Ayni zamanda, bazi herbivor
lepidopter tiirleri iizerinde juglon ve bazi naftokinonlarin toksik etkili oldugunu
gosteren az sayida calisma da bulunmaktadir (Yu, 1987; Thiboldeaux vd., 1994; Sun
vd., 2007). Cespedes vd. (2016)’nin yaptig1 bir ¢alismada ise fasulyenin mahsiilii ve
depolanmasi sirasinda zararli olan Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera:

Chrysomelidae) ve Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera: Coccinellidae) tiirlerinde
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juglonun metanollii ekstraktlarinin pupal gelisim, beslenme ve biiyiime regiilatorleri
tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir. Bu nedenlerden dolayi, c¢evre dostu
biyopestisitler i¢in bir alternatif olabilecegi diisiiniilen juglonun hem zararli hem de
model bocek olarak degerlendirilen G. mellonella tiirti tizerindeki oksidatif ve

genotoksik etkileri tez ¢aligmasi kapsaminda degerlendirildi.

Boceklere ait immiin savunma sistemleri ile bocek hemositlerinin morfolojik
Ozellikleri, embriyonik orjinleri, ameboid hareketleri ve fagositik aktiviteleri
memelilerin sistemleriyle bilyiik oranda benzerlik gostermektedir. Bu nedenle patojenik,
genotoksik ve biyokimyasal calismalarin in vivo ortamda gergeklestirilmesinde bazi
bocek tiirleri iyi bir fizyolojik model olusturmaktadirlar (Jones, 1964; Kayanagh ve
Reeves, 2007; Cook ve McArthur, 2013). Biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella tiirti de
laboratuvar sartlarinda kolayca kiiltiirii yapilabilmesi ve memeli hiicre dizileri ile benzer
biyokimyasal, fizyolojik ve immiinolojik tepkiler vermesi nedeniyle bircok calismada
model organizma olarak kullanilmaktadir (Altingigek vd., 2007; Kavanagh ve Fallon,
2010; Junqueira, 2012; Cook ve McArthur, 2013; Altuntas, 2015a, 2016). Bu nedenle,

calisma kapsaminda iyi bir model organizma olan G. mellonella tiirii tercih edildi.

Bu calismada, zararh tir G. mellonella’nin birinci dénem larvalarma farkli
dozlarda kat1 juglon uygulamalar1 yapilarak giinliik takipleri gergeklestirildi. Bu
islemler sonrasinda larval 6liim oranlarina gore doz belirlenmesi ¢alismalari istatistiksel
olarak degerlendirildi. Istatiksel analizler sonrasinda belirlenen ortalama letal doza gore
bu dozun altinda kalan ti¢ farkli juglon dozu etkin doz olarak belirlendi. Bu dozlara
bagli G. mellonella’da meydana gelen fizyolojik stresin belirlenmesi amaciyla larval
hemolenfte antioksidan enzimlerden katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon-S-transferaz (GST) enzimlerinin analizleri ile
lipit peroksidasyonu (malondialdehit) seviyeleri analiz edildi. Bununla birlikte larval
hemositlerde juglon iliskili genotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla Comet ve

Mikrontikleus analizleri yapild.

1.1. Allelokimyasallar ve Juglon
Canli sistemler c¢evrelerinde bulunan diismanlarina karsit cesitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmistir. Insan ve hayvanlar hareket yetenegine sahip olduklari igin

tehlike durumlarinda savunma ya da kagma davranisi sergilerken, bitkiler ise bazi



kimyasal maddeler sentezleyerek tepki gostermektedirler. Bitkiler tarafindan
sentezlenen bu kimyasal bilesikler primer ve sekonder bilesikler olarak iki temel sinifa
ayrilmaktadir. Bu bilesiklerden olan sekonder metabolitlerin bitkinin bulundugu ortama
adaptasyonu, liremeye yardimci olmasi ve bitki savunmasi gibi durumlarda rol aldigi
bilinmektedir. Primer metabolitler ile karsilastirildiginda daha kompleks yapida olan
sekonder bilesikler bitkilerde kimyasal g¢esitliligi de arttirmaktadirlar (Topgu ve
Coldesen, 2015).

Bir bitki tarafindan sentezlenen ve saliverilen bazi kimyasal maddelerin bitki
tiirine bagl olarak komsu bitkileri olumlu veya olumsuz agidan etkilemesi allelopati
olarak tanimlanmaktadir. Allepopatik yonden etkili olan bu kimyasallara ise
allelokimyasal madde denilmektedir. Rice (1984) bitki sekonder metabolitleri ve primer
metabolik yolaklara ait yan iriinlerden olusan allelokimyasallar1 su sekilde

siiflandirmistir;

Basit suda ¢oziinebilir organik asitler (Diiz zincirli alkoller, alifatik aldehitler),
Basit doymamis laktonlar,

Uzun zincirli yag asitleri ve poliasetilenler,

Naftokinonlar, antrokinonlar ve kompleks kinonlar,

Basit fenoller, benzoik asit ve tiirevleri,

Sinnamik asit ve tiirevleri,

Flavonoidler,

Taninler,

© © N o g bk~ w0 DN PE

Terpenoidler ve steroidler,

10. Amino asitler ve polipeptidler,
11. Alkoloidler ve siyanohidrinler,
12. Siilfitler ve glikozitler,

13. Piirinler ve niikleotidler.

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitlerin, bdceklerin  uzaklastirilmasi,
beslenmelerinin engellemesi ya da durdurulmasi, iireme ve yumurta ag¢iliminin
azaltilmasi gibi insektisidal etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Isman, 2000; Adeyemi,
2010; Rattan ve Sharma, 2011; Omar vd., 2012; Aydin ve Mammadov, 2017).



Juglon (5-hidroksi-1,4-naftokinon) ceviz agaglarinin yesil yapraklarinda bol
miktarda bulunan allelokimyasal 6zellikli bitki sekonder metabolitleri arasinda yer
almaktadir. Hidroksil ve keto gruplari arasinda molekiil i¢i H- bag1 igeren juglon bir
benzokinon tiirevi olarak naftokinonlar, antrokinonlar ve kompleks kinonlar grubunda
bulunmaktadir (Rice, 1984; Fila vd., 2008; Jin, 2010). Sekil 1.1°de kimyasal yapisi
gosterilen Juglon (C1oHeOs,; molekiiler agirlik: 174,16 g-mol ™), ceviz tiirlerinin kok ve
yaprak Oziitlerinden izole edilmis ve cevizin latince ismine izafeten Juglon olarak

isimlendirilmistir (Rietveld, 1983).

O

OH O

Sekil 1.1. Juglonun kimyasal yaptst

Cevizin yesil kabuk ve yapraklarinda, oksidatif stresi indirgeyerek ve
makromolekiiler oksidasyonu engelleyerek dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etki
saglayan fenolik maddeler ve flavonoidlerin oldugu bilinmektedir. Bu maddeler
icerisinde yer alan juglonun cesitli organizmalarda sitotoksik, antiviral, antifungal,
antiinflamatuvar, antikanserojenik ve genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (Inbaraj
ve Chignell, 2004; Paulsen ve Ljungman, 2005; Clark vd. 2006; Yigit vd. 2009; Im vd.,
2010; Milind-Parle ve Deepa, 2011; Saling vd., 2011; Li vd., 2013).

Naftokinonlar ile benzer yapiya sahip sentetik aromatik bir hidrokarbon bilesigi
olan Juglon, Juglandaceae, Ebenaceae, Boraginaceae, Bignoniaceae, Droseraceae ve
Nepenthaceae gibi bitkiler tarafindan da sentezlenmektedir (Babula vd., 2009).
Naftokinonlarin da i¢inde bulundugu c¢esitli bitki sekonder bilesiklerinin ve bitki
ekstratlarinin herbivor boceklerde larval 6liimlere, larval beslenmenin engellenmesine,
biiylimelerinin inhibe edilmesine ve ¢esitli insektisidal etkilere neden oldugunu gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (Emam vd., 2009; Jeyasankar vd., 2010; Rattan ve Sharma,
2011; Seref-Giin vd., 2011; Paul ve Sohkhlet, 2012). Daha 6nce yapilan buna benzer

calismalarin bazilarinda ise Juglonun cesitli fitofag bdoceklerde toksik, beslenme
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engelleyici ve bu tiirlerin yumurta agilim oranlari iizerinde olumsuz etkili oldugu
bildirilmistir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987; Lindroth vd., 1990; Sorokin ve Whitaker,
2008).

Juglon ile yapilan bu c¢aligmalarda kabuk bocegi Scolytus multistriatus
(Coleoptera: Curculionidae)’da beslenmesinin engellenmesine, Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae)’da ise gelisiminin azalmasina ve mortalitenin artmasina neden
oldugu gosterilmistir (Gilbert vd., 1967; Yu, 1987). S. multistriatus ve S. frugiperda’ da
meydana gelen bu degisimler ise besin tiikketimi ve sindirilme oranlarinin azalmasiyla
iligkilendirilmistir.

Juglonun toksik etkisiyle ilgili yapilan bir baska ¢alismada ise bir Lepidoptera
tirti olan Limantria dispar (Lepidoptera: Erebidae)’in besinine diisiik dozlarda juglon
uygulamasina bagl olarak, giivenin yagamsal ve biiyiime aktivitesinde, besin tiiketim
oranlarinda ve pupal agirliginda 6nemli derecede azalmanin ve gelisme zamaninda

uzamanin oldugu bildirilmistir (Lindroth vd., 1990).

Juglon ve bazi naftokinonlarin Lepidopter tiirleri iizerinde toksik etkili oldugunu
gosteren diger caligmalarda ise bazi Saturnid tiirlerin ve Grapholita molesta
(Lepidoptera: Tortricidae) tiirliniin doz artisina bagli olarak larval gelisim siirecinde
uzamayla birlikte besin tiiketim oranlar ile larval-pupal viicut agirliklarinda azalmanin

oldugu belirlenmistir (Thiboldeaux vd., 1998; Piskorski vd., 2011).

Kabak zararlis1 Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) ile yapilan baska bir
calismada ise, larvalara uygulanan subletal dozlardaki Juglonun antifeedant etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Akhtar vd., 2012).

Cespedes vd. (2016)’nin yaptigi bir calismada ise Juglonun metanolli
ekstraktlariin hasat ve depolanma sirasinda fasulye zararlisi olan Acanthoscelides
obtectusSay (Coleoptera: Chrysomelidae) ve Epilachna varivestis Mulsant (Coleoptera:
Coccinellidae) tiirlerinde pupal gelisimi, beslenmeyi ve bocek biiyliime regiilatorlerini

olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir.

1.2. Boceklerde Antioksidan Sistem

Canli organizmalar, canliligin devami i¢in siirekli olarak anabolizma ve

katabolizma reaksiyonlar1 ile gerekli ihtiyaglarin1 karsilamaktadir. Bu metabolik



reaksiyonlarin gerceklesmesi sirasinda gerekli olan enerji ATP molekiilii tarafindan
saglanmaktadir. Aeorobik organizmalarda solunum ile alinan oksijenin % 98’i son
elektron alicis1 olmakta ve ATP iiretiminde kullanilmaktadir. Geriye kalan oksijen
molekiilleri ise oksijenazlar tarafindan serbest oksijen radikallerine (SOR)
donistiirtilmektedir (Tiliice, 2005; Eren, 2008).

Atomik ya da molekiiler yapida eslesmemis elektronu bulunan, kisa omiirli,
kararsiz ve oldukga reaktif 6zelliklere sahip organik veya inorganik molekiiller serbest
oksijen radikalleri olarak isimlendirilmektedir (Nordberg ve Arner, 2001; Yildizdas,
2003; Tiiliice, 2005; Kara, 2009). Bir serbest radikal kararsiz ve ciftlesmemis
elektronlart nedeniyle radikal olmayan bir molekiile elektron verebilir ya da o
molekiilden elektron alabilir. Bu elektron aligverisi yeni bir serbest radikalin olugsmasina

neden olmakta ve bu tepkime zincirleme olarak devam etmektedir (Kara, 2009).

SOR olusumu endojen ve ekzojen kaynakli etmenler sonucunda
gerceklesmektedir. Endojen kaynakli SOR olusumu metabolik olaylar sonucunda
oksijene fazladan elektron eklenmesine bagli olarak siiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikallerinin ortaya ¢ikmasiyla olusmaktadirlar. Tarimsal alanlarda zararli
organizmalar ile miicadele calismalarinda kullanilan herbisitlerin, organofosforlu
insektisitlerin, kimyasal Kkarsinojenlerin, diger organik ve inorganik ¢evresel
kirleticilerin asir1 dozlarda, denetimsiz ve bilingsizce kullanimlar1 sonucunda olusan

SOR molekiilleri ise ekzojen kaynaklidir (Isman, 2006; Senthil-Nathan, 2013).

Ortaya ¢ikan SOR molekiilleri hiicre icerisindeki proteinler, lipitler ve diger ¢esitli
molekiiller ile etkilesime girerek hiicre biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir.
Hidroksil ve peroksit radikallerinin hiicre membraninda bulunan fosfolipitler ile
etkilesimi sonucunda membranin stabilitesini ortadan kaldirarak hiicrelerin hizla
bozulmasina neden olmaktadir (Cutler vd., 2005; Eren, 2008; Tekcan, 2009). Bununla
birlikte ti¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip olan yag asitlerinin peroksidasyonu
sonucunda malondialdehit (MDA) olusmaktadir (Heinle ve Betz, 1994; Tiiliice, 2005;
Halliwell ve Gutteridge, 2007). Lipid peroksidasyonu sonucu ortaya g¢ikan MDA
miktarindaki artis membran akiskanliginin, membranin stabilitesinin ve yapisal
biitlinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir. Bu durum hiicre membraninda
gerceklesen iyon aligverisine etki ederek bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol

acmaktadir, bunun sonucunda da iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi
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gibi olumsuzluklar ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, MDA DNA’nin nitrojen bazlari ile
reaksiyona girebildiginden hiicreler igin genotoksik ve karsinojenik bir 6zellige de
sahiptir (Tiiliice, 2005).

DNA molekiiliiniin replikasyonu sirasinda meydana gelen modifikasyonlar
mutasyonlara ve genetik bozukluklara neden olmaktadir. Bununla birlikte SOR
molekiilleri ¢ekirdek membranini etkileyerek nukleustaki genetik materyal {izerinde de
etki etmektedir. Boylece DNA’nin kirilmasi ve mutasyonlara agik hale gelmesine neden
olmaktadir. Hidroksil radikali gibi SOR molekiilleri deoksiriboz ve bazlarla kolayca
etkilesime girerek genetik materyal {izerinde degisikliklere yol agmaktadir. Bu nedenle
SOR ile indiiklenen hiicresel modifikasyonlarin DNA hasarlarinin en ciddisi oldugu

diisiiniilmektedir (Ardag, 2008; Tekcan 2009).

Membran yapisinda meydana gelen degisimlerin neden oldugu baska bir durum
ise iyon transportunun, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunun, enzimlerin, hormonlarin
ve norotransmitter maddelerin olumsuz yonde etkilenmesine sebep olmaktadir
(Yildizdas, 2003; Eren, 2008; Kara 2009). Proteinlerde meydana gelen degisimler
fragmantasyon, ¢apraz baglanma, protein agregasyonu sonucunda konformasyon ve
fonksiyon bozukluklaridir  (Yildizdas, 2003). Ayrica proteinlerin  aminoasit
dizilimlerine, hiicresel konumlarina ve serbest radikalin toksisite giiciine bagli olarak
olusacak hasar boyutlarin1 degismektedir (Tiiliice, 2005). Proteinlerde goriilen
degisimlere ek olarak monosakkaritlerin otooksidasyonuna neden olan SOR molekiilleri

hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitlerin olugsmasina neden olmaktadir (Tiiliice,
2005).

Artmis SOR’a bagli meydana gelen zararlar su sekilde 6zetlenebilir;

- Hiicre organelleri ve membranindaki lipit ve protein yapisini bozarlar,

- Hiicre i¢i yararli enzimleri etkisizlestirirler,

- DNA'y1 tahrip ederler,

- Mitokondrilerdeki aerobik solunumu bozarlar,

- Elastaz, proteaz, fosfolipaz, ksantinoksidaz, indolamin, galaktoz oksidaz gibi
litik enzimleri aktive ederler,

- Hiicrenin potasyum kaybini arttirirlar,

- Trombosit agregasyonunu arttirirlar,

10



- Dokulara fagosit toplanmasini kolaylastirirlar,

- Hiicre disindaki kollagen doku bilesenlerini, savunma enzimlerini ve
transmitterleri yikarlar (Ozkaya, 2007),

- Bagisiklik sistemindeki hiicreleri yok ederek bagisiklik sisteminin etkisini
azaltirlar (Ardag, 2008).

SOR molekiillerinin neden oldugu bu degisimler hiicre tarafindan telafi
edilemedigi takdirde hiicrenin Oliimiine sebep olmaktadir. Bu nedenle serbest
radikallerin neden oldugu hasar organizmada meydana gelen fizyolojik onarim
mekanizmalart ile onarilmaya calisilmaktadir. Bu mekanizmalarin basinda ise
antioksidan savunma sistemi yer almaktadir ve hiicresel homeostazinin korunmasina
yardimc1 olmaktadir (Tiiliice, 2005). Endojen ya da eksojen kaynakli olan siiperoksit
radikalleri ile antioksidan savunma sistemi arasinda bulunan denge, SOR molekiillerinin
neden oldugu hasar1 dnleyemeyecek diizeye ulastifinda organizmanin oksidatif strese
girmesine neden olmaktadir (Greathouse vd., 2005). SOR molekiillerine kars1 gorevli
olan antioksidan sistem elemanlari, yapilarinda genellikle fenolik fonksiyonel gruplara
sahip farkli oksidasyon reaksiyonlarinin diizenlenmesinden sorumlu molekiillerdir
(Cutler vd., 2005; Ardag, 2008). Antioksidan sistem elemanlar1, kendi elektronlarini
SOR molekiillerine aktarirken kendilerini reaktif forma doniistirmeden kalabilen ve

hiicrenin korunmasinda gérev alan molekiillerdir (Ozkaya, 2007).

Antioksidan sistem elemanlar1 enzimatik ve enzimatik olmayan bilesenlerden
meydana gelmektedir. Enzimatik olmayan sistemde E vitamini (a tokoferol), C vitamini
(askorbik asit), A Vitamini (retinol), selenyum, seruloplazmin, transferin, koenzim Q-10
bilesikleri tarafindan oskidatif stres ile miicadele edilmektedir. Enzimatik sistemde ise
katalaz, stiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksizdaz ve glutatyon
rediiktaz gibi enzimler yer almaktadir (Meister ve Anderson, 1983; Diplock, 1998; Ou
vd., 2002).

Antioksidan savunma sistemi elemanlar1 SOR molekiillerini faz | (primer) ve faz
IT (sekonder) siirece ayirarak detoksifiye etmektedir. Primer savunmada oksidasyon,
hidroliz ve indirgenme reaksiyonlart meydana gelmektedir. Genellikle toksik olan
maddenin biyolojik aktivitesinin azaltilmasindan sorumlu faz I reaksiyonlarinda yer
alan enzimler, toksisiteyle ilgili sinirlandirilmis oranda bulunurlar. Bununla birlikte faz

I metabolitleri toksik maddeyi viicuttan uzaklastirilmak igin yeterince polar yapida
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olabilirler, fakat genellikle faz II reaksiyonlartyla daha ileriye doniistirilmektedirler.
Faz 1I reaksiyonlarinda ise, polar {iriinlere seker, siilfat, fosfat, amino asit ya da
glutatyon gibi ¢esitli endojen maddelerin  eklenmesiyle aktif molekiillerin
uzaklastirilmasi gergeklestirilir (Grant, 1991; Timbrell, 1991).

Aerobik tiim hiicrelerde hem sitozol hem de mitokondrilerde bulunan SOD
enzimi, siiperoksit radikallerini etkisizlestirerek, hiicreleri siiperoksit radikalinin zararli
etkilerinden korumaktadir. Icerigindeki metal iyonuna gore sitozolik dimerik Cu, Zn-
SOD ve mitokondriyal tetramerik Mn-SOD olarak adlandirilan SOD enzimi, siiperoksit
anyonunun (-O), hidrojen perokside (H202) ve oksijen molekiiliine doniisiimiinii
katalize etmektedir (Sekil 1.2; Fang vd., 2002). H20O> molekiilii, biyolojik 6nemi olan
molekiillerin cogu ile spesifik olarak reaksiyona girmemesine ragmen daha reaktif
oksidanlarin olusumunda 6nciil madde olarak rol oynamaktadir. Bu molekiil “katalaz”
enzimi etkisiyle su ve oksijene donistiiriilmektedir (Sekil 1.3; Duthie vd., 1989).
Peroksizomlarda ve sitozolde bulunan Kkatalaz ise, yapisinda hem igeren bir
matalloproteinaz enzimi olarak redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein
katalizorleri arasinda yer almaktadir (Larson, 1988). Bununla birlikte metil
hidroperoksit ve etil hidroperoksit gibi kiigiik molekiillerin indirgenmesini de

saglamaktadir.

+

2H
0,+0,; » H0,:0

S0D

Sekil 1.2. Siiperoksit dismutaz enzim reaksiyonu

2H,0, » 2H0+0,

Sekil 1.3. Katalaz enzim reaksiyonu

Serbest radikallerin yakalanmasinda gorevli olan enzimatik antioksidanlar
arasinda tiyol gruplari iceren molekiiller de bulunmaktadir. Bir¢ok hiicrede yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan ve suda ¢oziinebilen glutatyon, SOR molekiillerinin etkisini
Onleyen veya azaltan transferazlar ve peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin substrati olarak

rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda bir tiyol olan glutatyon, biyolojik membranlar1 lipid
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peroksidasyonuna karsi enzimatik reaksiyonlar ile korumaktadir (Di Mascio vd., 1991).
Glutatyonun indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis hale (GSSG) doniistiirmekte
gorevli olan GPx (GSHPX) enzimi, yapisinda tetramerik yapida selenyum atomu ihtiva
eden sitozolik bir enzimdir. Bu enzim hidrojen peroksit ve hidroperoksitlerin
indirmesini saglamaktadir (Sekil 1.4). Bununla birlikte GSH ile birleserek endojen ve
ekzojen kaynakli, elektrofilik ve hidrofobik toksik maddelerin daha az toksik olan ve
suda ¢ozilinebilen iiriinlere doniistiiriilmesini katalizleyen GST enzimi bulunmaktadir.
GST enzimi, birgok gen bolgesi tarafindan ifade edilen homodimerik ya da
heterodimerik yapida olan Faz II detoksifikasyon enzim ailesinin bir iiyesidir (Dagget
vd., 1998; Casalino vd., 2004; Bas, 2006). GST enzimi antioksidan aktivitelerine ek
olarak ¢ok onemli baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahiptir; hem detoksifikasyon
yaparlar hem de hiicre i¢i baglayict ve tasiyict rolleri vardir. Katalitik olarak;
ksenobiyotiklere indirgenmis glutatyondaki sisteine ait —-SH grubu baglayarak, onlarin
elektrofilik bolgelerini notralize ederler ve iiriiniin daha fazla suda ¢Oziiniir hale
gelmesini saglar. Boylece olusan bu GSH konjugatlar1 organizmadan atilmakta veya
daha ileri metabolitik yolaklar i¢in substrat olarak kullanilmaktadir (Habig vd., 1974;
Tiiliice, 2005; Bas, 2006). Ayrica besinlerle alinan toksik maddelerin, metabolik
islemleri sirasinda, aliman besinlerin  besinsel degerlerini  kaybettirmeksizin

eliminasyonuna da yardimei olmaktadirlar (Bas, 2006).

GSHPx
2GSH + H,0, > GSSG + 2H,0

Sekil 1.4. Glutatyon peroksidaz enzim reaksiyonu

Diger canlilarda oldugu gibi boceklerde de endojen ve ekzojen kaynakli oksidatif
stres ajanlarmin etkilerini ortadan kaldirmak ya da azaltmak igin antioksidan savunma
sistemi bulunmaktadir (Ahmad, 1992; Felton ve Summers, 1995; Barbehenn vd., 2001;
Nordberg ve Arner, 2001; Krishnan ve Sehnal, 2006; Fahmy, 2012). Bu savunma
sistemi de enzimatik ve enzimatik olmayan sistem olarak ikiye ayrilmaktadir. Enzimatik
savunma sisteminde baslica yer alan CAT, SOD, GPx, GST gibi enzimlerle birlikte
(Ahmad vd., 2005; Krishnan ve Kodrik, 2006), sadece boceklerde bulunan bazi
enzimlerde kesfedilmistir. Bunlar, Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) tiiriiniin

larva evresinde antioksidant enzim askorbat peroksidaz ve Drosophila melanogaster
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(Diptera: Drosophilidae)’da ise tiyoredoksin peroksidaz enzimleridir (Mathews vd.,
1997; Missirlis vd., 2003). Bununla birlikte, SOR molekiillerinin neden oldugu hiicre
zarinda ve diger hiicresel lipit yapilarinda, doymamis yag asitlerinden bir hidrojen
atomunun c¢ikarilmasiyla baglayan lipit peroksidasyonu sonucu malondialdehit gibi
(MDA) aldehit tiirevlerinin olusumu da gorilmektedir. Bu nedenle, lipit
peroksidasyonun bir gostergesi olarak MDA  miktarindaki  degisimler de

belirlenmektedir (Ahmad vd., 1995; Mano vd., 1995; Krishnan vd., 2009).

Boceklerde antioksidan ve detoksifikasyon enzimleri aracilifiyla fenolik ve
kinonlar gibi bitkisel allelokimyasallarin detoksifikasyonu saglanmaktadir (Kaur vd.,
2014). Ogzellikle de herbivor bdceklerin  allelokimyasallara  karst  primer
adaptasyonlarinin  enzimatik detoksifikasyonlarin gerceklesmesi ile saglandigi
bilinmektedir (Ahmad vd., 1986). Ciinkii juglon gibi bitkisel fenolik bilesikler orta
bagirsaktaki yliksek pH ya da bitki polifenol oksidazlar nedeniyle bocek viicudunda
okside edilirler. Bu okside bilesikler ise canlida reaktif oksijen tiirlerinin artmasina
neden olarak antioksidan sistemi etkileyebilir (Felton vd.,1989; Felton ve Duffey, 1991;
Thiboldeaux vd., 1998). Bu konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada, Lepidoptera tiirii L.
dispar’in dogal besinine uygulanan diisiik dozlardaki juglona karsi uyum sagladig ve
bu uyumda kinin rediiktaz ile GST enzimlerinin rol oynadig: ifade edilmistir (Lindroth
vd.,1990). Bununla birlikte baz1 bitkisel fenollerin boceklerdeki GST aktivitesini inhibe
ettigi de bildirilmistir (Lee, 1991; Wheeler vd., 1993; Yu ve Abo-Elghar, 2000; Yu ve
Huang, 2000). Bagka bir calismada ise 1,4-Naftokinonlara karsi birgok Lepidopter
tiirliniin direngli olmamasina ragmen sadece pervane bocegi Actias luna (Lepidoptera:
Saturniidae) tiirliniin yiiksek konsantrasyonlarda bile direng kazandig1 belirlenmistir. Bu
direngliligin nedeni ise juglonun detoksifikasyonunun saglanmasi amaciyla kinon
rediiktaz aktivitesinin ylikselmesiyle iliskisi olabilecegi seklinde bildirilmistir

(Thiboldeaux vd., 1994).

Boceklerde allelokimyasallara karst meydana gelen antioksidan degisimlerle
iliskili daha 6nce yapilan bu galismalar goz Oniine alinarak, bu ¢alismada da juglonun
bocegin antioksidan sistemi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. G. mellonella
larvalarinda antioksidan sistem {zerindeki etkiler, CAT, SOD, GPx ve GST enzim
akivitelerindeki degisimler ile belirlenirken, hiicre lipit yapilarinda meydana gelen

degisiklikler ise Malondialdehit (MDA) miktarindaki degisimler ile analiz edilmistir.
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1.3. Genotoksisite

Canli sistemler c¢esitli kimyasal, fiziksel ya da cevresel stresdrlere maruz
kaldiklarinda genetik yapilarinda da 6nemli degisiklikler meydana gelmektedir. Bu stres
ajanlarinin genetik materyal {izerinde olusturduklari toksikolojik etkiler genotoksik etki
olarak bilinmektedir (Dikilitas ve Kogyigit, 2010). Genotoksisite, DNA’da yapisal
degisiklikler olusturarak ya da DNA sarmalinda kirilmalara yol acarak hasara neden
olan her tiirlii ajan igin kullanilabilen bir terimdir (Undeger ve Basaran, 2005). Bu
nedenle genotoksisite DNA yapisinda degisiklikler olusturabilen ya da kiriklara neden
olabilen c¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin bu yolla olusturduklari hiicresel
disfonksiyonlar1 kapsar. Bununla birlikte bu ajanlarin neden oldugu fizyolojik,
biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin genetik yapiyla da iligkili oldugu laboratuvar
ya da dogal ortamda gozlemlenebilmektedir (Gichner vd., 2009; Dikilitas ve Kogyigit,
2010). Bu nedenle kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirmis olduklar1 hasarin
belirlenmesiyle ilgili ¢alismalar son yillarda 6nem kazanmistir (Cavas ve Konen, 2007;
Yilayaz, 2008; Muranli-Gokalp ve Giiner, 2011; Eskandari vd., 2012; Pavela, 2013;
Packiam vd., 2015).

1970’lerden baslayarak giiniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin
karsinojenik potansiyellerini 6l¢ebilmek i¢in bircok genotoksisite testi gelistirilmistir
(Bedir vd., 2004). In vitro ve in vivo olarak gelistirilmis olan bu testler, ¢esitli
mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen
hasarlar1 saptamaktadir (Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005). DNA hasarinin
belirlenmesi 1ile ilgili ¢ok sayida teknik kullanilmasina ragmen bunlarin bir¢ogunun
zaman ve maliyet gerektirmesi nedeniyle, ayn1 zamanda bazi1 ¢alismalarda radyoaktif
maddelerin kullanilmas1 ve c¢alismadan elde edilen sonuglarin beklenildigi gibi basarili
olmamasi bu alanda yapilan ¢aligmalar i¢in bir dezavantajdir (Tice vd., 2000; Gichner
vd., 2009). Son 10 yil icinde ise DNA’da hasar olup olmadigini, varsa hasar
seviyelerinin anlagilmasini saglayan “tek hiicre jel elektroforez” veya “COMET
Analizi” isimli yeni bir molekiiler test gelistirilmis ve bahsedilen sorunlara cevap olarak
tip ve biyoloji alanlarinda yapilan ¢alismalara yeni bir boyut kazadirmistir (Kogyigit
vd., 2005; Lin vd., 2007; Dikilitas ve Kogyigit, 2010; Sekeroglu-Atl ve Sekeroglu,
2011).
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COMET analizi, kimyasal ve fiziksel mutajenlerin, baz1 kalitsal hastliklarin ve
kanserin neden oldugu DNA’da meydana gelen tek ve ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde
kullanilan hassas, giivenilir ve hizli bir yontemdir (Sekeroglu-Ath ve Sekeroglu, 2011).
Bununla birlikte COMET analizinde kullanilacak hiicrelerin mitotik olarak aktif
olmalar1 gerekmediginden DNA hasarmin tespitinde kullanilan diger sitogenetik
yontemlere gore daha avantajlidir (Hayashi vd., 1998). Bu yontemde 6karyotik canlidan
izole edilen DNA, diisiik kaynama dereceli agaroz silispansiyonu ile onceden fikse
edilerek elektroforetik ortamda yiiriitiiliir. Hasara ugramis DNA molekiillerinin tek veya
cift DNA zincirlerinde meydana gelen kirilmalar ise farkli molekiil agirliklari ve
elektrik yiiklerine gore farkli hizlarda go¢ ederler. DNA spesifik boyalar ile boyanan
slaytlar goriintiilendiklerinde ise hasarli hiicrelerde kuyruklu yildiza benzer DNA

kiriklar1 goriilmektedir (Sing vd., 1988).

Canlilarda cevresel kimyasallara bagli ortaya ¢ikan DNA hasar seviyesinin
COMET yontemi ile belirlenmesi genellikle insan veya memeli hiicrelerinde
gerceklestirilmektedir (Collins vd., 1995; Duthie ve Collins, 1997; Van-Goethem vd.,
1997; Cotelle ve Ferard, 1999; McNamee vd., 2000). Bu g¢aligmalarla birlikte bazi
omurgasiz hayvanlarda 6zellikle de sucul organizmalarin hemositlerinde COMET
yontemi ile genotoksik hasar tespiti yapilmistir (Siu vd., 2004a; Woznicki vd., 2004;
Tirkez vd., 2010; Martinez-Paz vd., 2013; Kurt ve Kayis, 2015). Drosophila
melanogaster ile yapilan bir ¢alismada ise insektisit olan “cypermethrine”e maruz kalan
larvalarin beyin ganliyonlarinda ve on bagirsaklarinda doz artisina bagli olarak DNA
hasarinda Onemli derecede artis oldugu COMET analizi ile gosterilmistir
(Mukhopadhyay vd.,2004). Benzer bir ¢alisma mutajenik ve genotoksik ozellikleri
bilinen, etil metanosiilfanat, metil metanosiilfonat, N-etil N- nitroseura ve siklofosfamid
gibi alkilleyici ajanlarin da D. melanogaster’de DNA hasarina neden oldugu COMET
analizi ile bildirilmistir (Siddique vd., 2005). Bir baska calismada ise Chorthippus
(Glyptobothrus) brunneus larvalarindan elde edilen hiicrelerin hidrojen peroksit ile
muamele edilmesi sonrasi DNA hasarina neden oldugu da aym analiz ile

degerlendirilmistir (Augustyniak vd., 2014).

Bitki sekonder bilesigi olan juglonun memeli hiicrelerde cesitli dozlarmin
apoptozise, nekrozise, DNA pargalanmasi i¢gin DNA topoizomeraz II’nin uyarilmasina,

p53 protein seviyelerinin azalmasina, trankripsiyonun inhibisyonu ile hiicresel
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Olimiinlin indiiklenmesine neden oldugu gosterilmistir (Sugie, 1998; Paulsen ve
Ljungman, 2005; Montenegroa, 2010). Yapilan bu calismalar da juglonun genotoksik
hasara neden oldugu goriilmektedir. Bu nedenle calisma kapsaminda juglonun G.
mellonella hemositlerinde meydana gelen DNA hasari tespit edilmistir. Ayrica
omurgasizlarda, ozellikle boceklerde DNA hasariin belirlenmesi i¢in COMET

analizlerinin de kullanilabilmesi igin destek olusturmaktadir.

Sitogenetik hasarin tespit edilmesinde siklikla kullanilan yontemlerden bir digeri
ise mikronukleus (MN) analizidir. Mikroniikleuslar, mitoz bdliinmenin anafaz evresi
sirasinda bazi kromozomlar ya da kromozomal fragmentlerin nuklues disinda kalarak
hiicrenin tiim yasam dongiisii siiresince sitoplazmada bulunmasiyla ortaya ¢ikmaktadir
(Siu vd., 2004a). Yapilan son c¢alismalarda kimyasal bir ajana maruz kalan canlinin
ekotoksikolojik risk degerleri igin COMET ile MN analizlerinin birlikte
degerlendirildigi goriilmektedir (Zang vd., 2000; Woznicki vd., 2004; Cavas ve Konen,
2007; Eskandari vd., 2012). Ayrica bocek hemositlerinde cevresel kimyasallara bagli
olarak yapisal anomali artisinin veya sayisal degisikliklerin goriildiigli de bilinmektedir
(Yeh wvd., 2005). Bu nedenle hemositlerde goriilen degisimler, c¢evresel risk
degerlendirme caligmalarinda, 6zellikle de genotoksik etkilerin ortaya cikarilmasinda
biomarker olarak degerlendirilebilirler. Bazi c¢alismalarda boceklere uygulanan
pestisitlerin genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde, mikroniikleus analizinin
kullanildig1 goriilmektedir (Siu vd., 2004b; Bolognesi vd., 2011). Ancak omurgasiz
hayvanlarda ozellikle de boceklerde MN analizi ile sitogenetik hasar belirleme
caligmalar1 siirl sayidadir ve bu ¢alismalar genellikle Mollusca filumunda bulunan
canlilarda g¢evresel kirliligin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir (Burgeot vd.,
1995; Venier vd., 1997; Carvalho Pinto-Silvaa vd., 2003). Uckan ve Sak (2010)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise konak G. mellonella’nin larval besinine farkl
dozlarda cypermethrin uygulanmistir. Bu insektiside maruz kalan konak larvalarindan
elde  edilen puplar endoparazitoid Pimpla turionellae  (Hymenoptera:
Ichneumonidae)’ye sunularak, parazitoidin konak yoluyla insektiside maruz kalmasi
saglanmistir. Boylece parazitoid larval hemositlerinde MN analizi yapilmistir.
Calismada cypermethrinin doz artisina bagli olarak MN sayisinin  parazitoid
hemositlerinde arttig1 belirlenmistir (Ugkan ve Sak, 2010). Bu bilgiler 1s181inda, calisma
kapsaminda larval hemositlerde mikronukleus (MN) sayimi yapilarak, juglonun

sitogenetik etkileri belirlendi. Ekotoksikolojik analizlerde DNA hasarinin ve MN
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olusumunun birlikte analizlenmesi genotoksik materyalin uygulandigi canlida zamana
ve doza bagli degisimlerin karsilastirilmasina da olanak saglamaktadir. Heddle vd.
(1983)’ne gore MN olusumuna neden olan kromozomal fragmantasyondan énce DNA

kirilmalari ortaya ¢ikabilir.

Sonu¢ olarak daha once yapilan bu caligmalar Juglonun Lepidopter gruplari
igerisinde yer alan ve depo zararlis1 olan G. mellonella tizerinde toksik ve genetik
acidan degisiklige neden olabilecegi hipotezinin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Bu
nedenle, ¢cevre dostu biyopestisitler i¢in bir alternatif olarak diisiiniilen Juglonun hem
zararli hem de model bocek olarak degerlendirilen G. mellonella tiirii iizerindeki
oksidatif ve genotoksik etkileri aragtirilmistir. Ayn1 zamanda bu ¢alisma TUBITAK
2147282 no’lu proje ile biyolojik verilerin, total karbonhidrat, total protein, total lipit
miktarlarinin  ve larval homojenatta antioksidan enzimlerin arastirilmasi ile

detaylandirilmistir.

1.4. Galleria mellonella Linnaeus, 1758 (Biiyiik Balmumu Giivesi)

Biiyiik balmumu giivesi Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) tipik
anatomik ve fizyolojik Ozelliklere, yiiksek cogalma yetene§ine sahip olmasi ve
laboratuvar kosullarinda kolayca kiiltiirii yapilan bir tiir olmasi nedeniyle bir¢ok ¢alisma
icin model organizma olarak degerlendirilmektedir. G. mellonella larval donemde
zararli olan bir kelebek tiiriidiir. Ar1 bulunan her bdlgede yagsamlarini siirdiiren bocegin
yumurtadan ¢ikan larvalart bal, bal petegi ve bal mumu ile beslenmektedirler.
Larvalarin beslenme amaciyla kullandig1r bal peteklerinin tahrip olmasi ise aricilik
sektorlinde biiyiik ekonomik zararlara neden olmaktadir. Ayrica bu zararli, peteklerde
tiinel agarak ve ag Orerek zayif kovanlarin ¢dkmesine dolayisiyla ar1 kolonisinin
dagilmasina neden olmaktadir. G. mellonella tarafindan, ar1 kovanlarina verilen bu zarar
ozellikle Ege, Marmara ve Karadeniz Bolgelerinde rakimi diisiik ve nemi yiiksek olan
yerlerde siklikla karsilasilan bir durumdur (Ozer, 1961; Akgelik, 1987; Kwadha vd.,
2017).

G. mellonella’nin gelisim siiresi optimal kosullarda (30 °C, distik larva
yogunlugu, kaliteli ve bol besin) yaklasik 40 giin siirmektedir. Genellikle aksamiizeri
ergin disiler kovanlara girerek bal arillarinin ulasamayacaklar1 yarik ve deliklere

yumurta birakirlar. Yumurtalar pembemsi krem veya beyazimtirak renkte olup 24-26
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°C’de inkiibasyon siiresi ortalama 5-9 giindiir. G. mellonella larvalar1 yumurtadan yeni
ciktiklarinda sarimtirak beyaz renkte olup olduk¢a hareketlidir. Gelisimini tamamlayan
larva beyazimtirak kiil renginde ve dorsal yiizeyi daha ¢ok sarimtirak siyah renktedir.
Larvalar polen, bal mumu, bal arisi, larval gomlekleri ve bal aris1 atiklarn ile
beslenmektedirler. Beslendikleri besinin miktarina ve kalitesine gore boyutlar1 ve
agirliklar degismektedir. Larvalarda 3 cift 6n iliye ve bir takim yalanci abdominal iiye
vardir. Sicaklik ve besin varligina bagli olarak larval gelisim 1-5 ay arasinda
gerceklesmekte ve bu siirecte larva pup oluncaya kadar yedi gomlek degisimi
gecirmektedir. Larval gelisimin arkasindan baglayan pupal donemde, puplar 6ncelikle
sarimst  veya acgik kestane renginde olup, pupal donemin sonuna dogru
koyulagmaktadirlar. Pupun dorsal diizlemin ortasinda belirgin olan ¢izgi ergin ¢ikisinda
yirtilmaktadir. Pupun ventral yiizeyinde kanat, anten, hortum ve kopulasyon organlari
ayirt edilebilmektedir. Ayrica V. ve VI. segmentler iizerinde yalanci abdomen {iyeleri
de goriilmektedir. Pupal donem sicaklik ve neme bagli olarak 8-14 giin slirmektedir.
Pupadan yeni ¢ikis yapan ergin bireyler, kanatlar1 heniiz tam kurumamis ve kivrik halde
oldugundan uc¢umazlar. Kanatlarin u¢gmak icin uygun hale gelmesi, kurumasi erginin
bulundugu ortamin 1sisina bagl olarak iki saat icerisinde gerceklesmektedir. Pupadan
c¢ikis yapan ve geceleri aktif olan ergin disi ve erkek bireyler 24 saat iginde ciftlesirler.
Disi bireyler ciftlestikten sonra yumurtlamaya baslarlar. Bir disi tek seferde paketler
halinde yaklasik 100 yumurta birakabilir ve hayatlar siiresince biraktiklart yumurta
sayist 300- 600 arasinda degismektedir. Ergin donemde beslenmeyen bireyler yaklasik
olarak 3-30 giin yasayabilirler ve giftlesen disiler yumurtalarin1 biraktiktan sonra 7 giin
icerisinde oliirler (Ozer, 1961; Akgelik, 1987; Kwadha vd., 2017).

1.4.1. Sistematikteki yeri
Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Siif: Insecta

Takim: Lepidoptera
Ustfamilya: Pyraloidea
Familya: Pyralidae

Altfamilya: Galleriinae
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Cins: Galleria Fabricius, 1798

Tiir: Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)

Gorsel 1.1. Galleria mellonella larva (a-b), pup (c), ergin bireyi (d)
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Galleria mellonella Stok ve Siiksesif Kiiltiirlerinin Kurulmasi

Galleria mellonella’ya ait stok ve siiksesif kiiltiirlerinin yetistirilmesi, Anadolu
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Hayvan Fizyolojisi laboratuvarinda yer
alan D51-41 no.’lu iklim odasinda gerceklestirildi. Iklim odas1 28 + 2 °C sicaklik, % 60
+ 5 bagil nem ve siirekli karanlik ortam kosullarina ayarlanarak stok ve siiksesif

kiltiirlerin devamlilig1 saglandi.

Stok kiiltiirlerin olusturulmasi amaciyla G. mellonella’ya ait 5 adet disi ve erkek
ergin bireyler igerisinde tablo 2.1°de igerigi verilen yarisentetik besiyeri (100 g) bulunan
1 litrelik cam kavanozlar igerisine alindi. Kavanozlarin iizerleri kiiltiir ortamindaki
havalandirmay1 engellemeyecek sekilde gazli bezlerle ve delikli kapaklar (larvalarin
bezi delerek kagisint 6nelemek icin) ile kapatildi. Stok kiiltiir kavanozuna alinan disi ve
erkek ergin bireylerin ¢iftlesmesinin ardindan (5 giin sonra) ergin bireyler ortamdan
uzaklastirildi. Yumurtadan ¢ikan larvalarin besin ihtiyaclarinin giderilmesi ve atiklarin
uzaklastirilmasi icin haftada ii¢ kez kiiltlir bakimlar1 yapildi. Haftalik bakimlar sirasinda
son doneme ulagan larvalar, igerisinde katlanmis kagit bulunan 0,5 litrelik kavanozlara
aliarak pupa girmeleri kolaylastirildi. Pup kavanozlar1 7-10 giin sonra kontrol edildi ve
pupa giren larvalar ile kiiltliriin devamliliginin saglanmasi i¢in ergin birey olusumuna
kadar takip edildi. Ergin bireyler ise stok kiiltiiriin devamlili§inin saglanmasi amaciyla
kullanildi. Stok kiiltiirler siirekli olarak D51-41 no.’lu iklim odasinda yukarida
bahsedilen fotoperyot kosullarinda yetistirildiler.

Deneysel caligmalarda kullanilmak iizere hazirlanan siiksesif kiiltiirler i¢in
yumurtadan ¢ikan birinci donem G. mellonella larvalari kullanildi. Bu amagla stok
kiiltiirden alinan 1 adet disi ve erkek ergin bireyler icerisinde 40 g steril edilmis
yarisentetik besiyeri (Tablo 2.1) bulunan 1 litrelik kavanozlar igerisinde giftlestirildi.
Ergin bireyler 5 giin sonra kavanozlardan uzaklastirildi. Kavanozlara birakilan
yumurtalarin a¢ilip ac¢ilmadigi kontrol edildi ve yumurtadan g¢ikan larvalar ile deney
setleri olusturuldu. Siiksesif kiiltiir, stok kiiltiir ile ayni fotoperyot ve sicakligin

bulundugu D51-41 no.’lu iklim odasinda yetistirildi.
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Tablo 2.1. Galleria mellonella yarisentetik besiyeri bilesenleri

Besin Bilesimi Miktar
Petek 100 g
Kepek 250 ¢
Polen 20 ¢
Bal 75 ml
Gliserin 150 ml
Safsu 75 ml

2.2. G. mellonella Larval Besinine Juglon Uygulanmasi ve Insektisidal Dozun

Belirlenmesi

Deneysel calismalarda kullanilacak olan saf Juglon (Sigma) kati1 olarak kullanildu.
Ticari olarak elde edilen Juglon, tablo 2.1°de verilen streril edilmis yarisentetik besiyeri
icerisine mg/g oraninda eklendi. Bu islemler i¢in her bir larvaya ait 2 g besinde 0.5, 1, 2,
3, 4 ve 5 mg juglon bulunan 50 ml’lik 6rnek kaplarinda deney setleri olusturuldu.
Deney setlerinde bulunan birinci donem larvalar siiksesif kiiltiirden elde edildi.
Hazirlanan deney gruplari D51-41 no.’lu ortam kosullarinda larval gelisimleri
tamamlanana kadar giinliik olarak takip edildi. Tiim dozlar ve kontrol grubu icin her
tekrarinda 20 adet larva kullanilan deney setleri 3 kez tekrar edildi (n= 60). Tim
tekrarlardan elde edilen larval 6lim oranlari, juglonun LDgg ve LDsp degerlerinin
belirlenmesi amaciyla Probit analizinde kullanildi (Windows versiyon 18.0, SPSS,
Chicago, IL).

Toksikolojik arastirmalarda canliya uygulanacak olan maddenin dozlarinin LDsg
degeri ve bunun altinda kalan miktarlara gore yapilmasi gerektigi bilinmektedir
(Piskorski vd., 2011; Dere vd., 2015; Altuntas vd. 2016). Bu nedenle Juglonun G.
mellonella iizerindeki oksidatif ve genotoksik etkilerinin belirlenmesinde probit analizi
sonucunda belirlenen larval LDso degeri 2,309 mg/larva (x?= 10,676, df= 5, P= 0,058)
dikkate alinmistir. Bu degerin onciiliigiinde 0.5, 1 ve 2 mg/ 2g’lik juglon dozlari
oksidatif ve genotoksik etkilerin belirlenmesi amaciyla kullanildi. Bu analizlerde de
juglon uygulamasi insektisidal dozun belirlenmesinde oldugu gibi birinci donem
larvalarin besinine katilarak saglandi. Juglon uygulanan larvalar son déneme ulasana
kadar giinliik olarak takip edildi ve son doneme ulasan larvalar antioksidan enzim

analizlerinde ve genotoksisite testlerinde kullanildu.
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2.3. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi
2.3.1.Homojenizasyon

Juglonun LDsp dozu dikkate alinarak, antioksidan enzim aktivite analizlerinde 0.5,
1 ve 2 mg/ 2g’lik dozlar tablo 2.1°de verilen degerlere gére hazirlanmis yarisentetik ve
steril edilmis besiyeri icerisine kat1 olarak uygulandi. Icerisinde juglon bulunan besiyeri
50 mI’lik plastik 6rnek kaplarina alinarak siiksesif kiiltiirden elde edilen birinci donem
larvalar bu besiyerlerine konuldu ve hava sirkiilasyonunun saglanmasi igin tizerileri
gazli bezler ve delikli kapaklar ile kapatildi. Stok kiiltiir ile ayn1 fotoperyot ve sicaklik
kosullariin bulundugu ortamda yetistirilen deney gruplarindaki larvalar son doneme
(0,17 £ 0,02 g) ulasincaya kadar giinliik olarak takip edildi. Son déneme ulasan larvalar
deney ortamindan alind1 ve antioksidan enzim analizlerinde kullanilmak {izere hemolenf
toplama islemleri gergeklestirildi. Son doneme ulasan larvalarin yiizeyleri alkol ile
temizlenerek buz iizerinde hareketlerinin yavaslamasi saglandi. Hareketleri yavaglayan
larvalarin 2. 6n ekstremiteleri kesilerek her bir larvadan 10 pl hemolenf igerisinde 1 mg
feniltiiire bulunan sogutulmus mini santrifiij tiiplerine alindi. Her bir tiipte 10 adet
larvadan elde edilmis 100 pl hemolenf bulunan mini santrifiij tiipleri antioksidan enzim
analizleri yapilincaya kadar -80 °C’de depolandi. Antioksidan enzim analizlerinin

aktivite kaybinin olmamasi amaciyla toplanan hemolenf 6rnekleri bir ay i¢inde ¢alisildi.

Juglonun G. mellonella iizerindeki antioksidan sistem tizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla CAT, SOD, GPx ve GST enzimlerine ait aktiviteler belirlendi.
Bu enzimlere ait aktivitelerin belirlenmesi amaciyla 6ncelikli olarak hemolenf 6rnekleri
homojenize edildi. Homojenizasyon islemi ig¢in 1:1 oraninda soguk homojenzasyon
tamponu (50 mM fosfat tamponu, pH: 7,4) ve hemolenf 6rnegi santrifiij tiipii igerisine
alindi. Elde edilen bu karisim 10,000 g +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi ve santrifiij

sonrast elde edilen siipernatant enzim aktivite deneylerinde kullanildi.

Lipit preoksidasyonunun bir belirteci olan MDA miktarinin belirlenmesinde ise
kullanilacak olan hemolenf 6rneklerinin homojenizasyonu i¢in 30 pl hemolenf 6rnekleri
700 g’de santrifij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatant MDA miktar
tayininde kullanildu.

Antioksidan enzim aktive analizleri ve MDA miktar tayini igin tiim iglemler her
tekrarda 20 larva olacak sekilde 3 defa tekrar edildi (n= 60).
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2.3.2.Protein miktarlarmin belirlenmesi

G. mellonella larvalarinda spesifik antioksidan enzim aktivitelerinin belirlenmesi
amaciyla hemolenfteki total protein analizi yapildi. Bu amagla Bradford (1976) yontemi
kullanildi. Bu yontemde standart egri grafiginin olusturulmast i¢in bovin serum
albiimiinden (BSA) hazirlanan 0,2 - 1,5 mg/ml’lik araligindaki standart soliisyonlari
hazirlandi. Hazirlanan standart soliisyonlarindan 5 pl alinarak her biri iizerine 250 pl
Bradford boyasi eklendi. Bu islemler mikroplate igerisnde gergeklestirildi ve her bir
standart 3 kez tekrar edildi. Boya eklendikten 5 dakika sonra BIO-TEK Marka EPOCH
Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5 programinda protein miktarlart 595 nm’de okundu.
Elde edilen absorbans degerlerinden igerisinde homojenizasyon tamponu bulunan kor
degeri ¢ikarilarak gercek absorbans degerleri elde edildi. Gergek absorbans degerleri
kullanilarak olusturulan standart grafigine ait y = 0,2352x — 0,005 (R? = 0,9979)
formiilii elde edildi ve bu formiil deney gruplarina ait hemolenfte bulunan protein
miktarlarinin belirlenmesi amaciyla kullanildu.
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Sekil 2.1. Protein standart grafigi

Juglon uygulanan ve uygulanmayan hemolenf 6rneklerine ait protein miktarlarinin
belirlenmesinde ise homojenize hemolenf 6rnekleri kullanildi. Homojenize hemolenf
orneklerinin standart grafiginin araligina girmesi i¢in 50 kat homojenizasyon tamponu
ile sulandirmasi1 gergeklestirildi. Elde edilen absorbans degerlerinden standart dogru
denklemi kullanilarak protein miktarlar1 hesaplandi. Hemolenf igerisinde bulunan
protein miktarlar1 mg/ml cinsinden hesaplandi ve enzimlere ait spesifik aktivite

hesaplamalarinda kullanildi.
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2.3.3.Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesi

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella hemolenfinde SOD (EC
1.15.1.1.) enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Mccord ve Fridovic (1969)
tarafindan gelistirilen yontemin esas alindigi ticari kit kullanildi. Bu yontem, SOD
enziminin, sliperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene
(O2) dismutasyonunu hizlandirmasi esasina dayanmaktadir. Bdylece ksantin ve
ksantinoksidaz (XOD) kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum
kloriir (INT) ile tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit

radikalleri dl¢iildii.

SOD aktivitesinin belirlenmesinden oOnce ticari kit (CAYMAN, 706002)
icerisinde verilen stok SOD enzimi kullanilarak standart ¢ozelitler ¢ozeltiler (0, 0.025,
0.05, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 U/ml) hazirland1. Standart ¢ozeltiler kitte verilen oranlara
gore (Tablo 2.2) mikroplate icerisinde standart grafiginin olusturulmasi amaciyla
Olciildii. Bu islemler sirasinda hazirlanan standart analiz karisimlart oda sicakliginda
(karanlikta) 20 dak inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminin ardindan 460 nm’de BIO-TEK
Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5 programinda 6l¢iim yapildi. Elde
edilen absorbans degerleri kitte verilen formiile gore lineer oran hesaplanmasinda
kullanildi. Lineer oran hesaplamasi ise, igerisinde enzim bulunmayan standart
cozeltisine (0 U/ml = standart A) ait absorbans degerinin sirayla diger standartlara ait
absorbans degerlerine boliinmesi ile elde edildi. Lineer oranlar ve SOD aktivitesi
standart dogru denkleminin olusturulmasinda kullanildi ve y = 13,127x + 0,9612 (R? =
0,9991) formiilii elde edildi (Sekil 2.2).

Kontrol ve deney gruplarina ait SOD enzim aktivitesinin belirlenmesinde ise
homojenize edilen hemolenf 6rnekleri kullanildi. Hemolenf 6rneklerine ait absorbans
degerlerinin standart grafigin araligina girmesini saglamak i¢in 1 ul homojenat, 114 pl
kite ait 6rnek tamponu ile diliie edildi. Bu islemin ardindan standartlara uygulanan ve
tablo 2.2°de verilen degerlere gore analiz karigimi1 mikroplate igerisinde olusturuldu. 20
dakikalik karanliktaki inkiibasyonun ardindan 460 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH
Elisa Okuyucu cihazinda okuma yapildi. Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen
absorbans degerleri lineer oranlarin belitlenmesinde kullanildi. Ornekler igin
olusturulan lineer oranlar, standart A absorbansinin 6rnek absorbansina boliinmesi ile

elde edildi. Lineer oran/ SOD aktivitesi dogru denklemi araciligiyla 6rneklere ait enzim
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aktiviteleri U/ml olarak hesaplandi. Orneklere ait spesifik enzim aktivitesinin
belirlenmesi ise Bradford yontemi ile elde edilen protein miktarlar1 kullanilarak

nmol/mg protein birimi olarak hesaplandi.

o

K
%)

y =13,127x + 0,9612
R? = 0,9991

L2
w o s

LINEER ORAN
o - nN
™ s m N o

=)
o

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 03

SOD AKTIVITESI (UimI)

Sekil 2.2. SOD standart egri grafigi

Tablo 2.2. Siiperoksit dismutaz aktive ol¢iimii bilesenleri (1 adet mikroplate kuyucugu igin)

STANDART NUMUNE
Radikal dedektor 200 pl 200 pl
Standart cozelti 10 ul -
Enzim kaynag --- 10 ul
Ksantinoksidaz 20 ul 20 ul

2.3.4.Katalaz (CAT) aktivitesinin belirlenmesi

Juglon uygulamasina bagl olarak G. mellonella larval hemolenfinde CAT (EC
1.11.1.6) enzim aktivitesinin belirlenmesi Chance ve Maehly (1955) tarafindan
belirlenen yonteme gore gerceklestirildi. Katalazin hidrojen peroksidi su ve molekiiler
oksijene yikim hizinin hesaplandigi bu yontemde, G. mellonella hemolenfinde bulunan
CAT enzim aktivitesinin belirlenmesi i¢in enzim analizi kuvars kiivet igerisinde
gerceklestirildi. Analiz karigimi tablo 2.3’te verilen oranlarda kuvars kiivet igerisine
konuldu. Reaksiyonun baslamasi i¢in son olarak enzim kaynagi olan homojenat
karisimin igerisine eklenerek hizli bir sekilde okuma gergeklestirildi. Katalaz enzim
aktivitesinde azalan hidrojen peroksit miktariin belirlenmesine bagli olarak 3 dak
boyunca azalan absorbans degerlerine ait egri 240 nm’de BIO-TEK Marka EPOCH
Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5 programinda 6l¢iildii.
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Elisa cihazinin tekli 151k yoluna sahip olmasi nedeniyle Orneklere ait okuma
yapilmadan once fosfat tamponu ile kor okumasi yapildi. Kore ait absorbans degeri,
orneklere ait absorbans degerlerinden ¢ikarilarak gercek absorbans degerleri elde edildi.
Kontrol ve deney gruplarina ait elde edilen gergek absorbans degerlerinden birim zaman
basina azalan absorbans degisimleri tespit edildi. Elde edilen azalis miktarlar1 ve sabit
say1 (€240: 0,0394 mM*.cm™) kullanilarak katalaz enzim aktivitesi U/mg protein olarak

hesaplanda.

Tablo 2.3. Katalaz aktivite 6lciimii bilesenleri

KOR NUMUNE
Fosfat tamponu (pH: 7,0) 1350 pul 1350 pl
Hidrojen peroksit (30 mM) 150 pl 150 pl
Fosfat tamponu (pH: 7,0) 10 pl
Enzim kaynag - 10 pl

2.3.5. Glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesinin belirlenmesi

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella larvalarina ait hemolenfte
meydana gelen GPx (EC 1.11.1.9) enzim aktivitesindeki degisimler ticari deney Kkiti
(CAYMAN, 703102) kullanilarak belirlendi. GPx enzimi, glutatyonun kiimen
hidroperoksit tarafindan oksidasyonunu kataliz etmektedir. Okside glutatyon ise,
glutatyon rediiktaz ve NADPH varliginda hemen rediikte olurken NADPH, NADP’ye
okside olmaktadir ve NADPH miktarinda azalma meydana gelmektedir. Paglia ve
Valentine (1967) tarafindan gelistirilen bu yontemde de, GPx ile t-biitilhidroperoksit
varliginda glutatyonun indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen NADPH’nin

340 nm’de azalan absorbans degerinin zamana kars1 okunmasina dayanmaktadir.

G. melloenella hemolenfinde Juglon maruziyetine bagli GPx enzim aktivitesinde
meydana gelen degisimler icin, ticari kitte verilen prosediirdeki gibi analiz tamponu
(100 pl) (pH: 7,6 50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA), co-substrat karisimi (50 ul) (NADPH,
Glutatyon, GlutatyonReduiiktaz) ve homojenat (20 ul) mikroplate kuyucuklarina
konuldu. Bu karigima reaksiyonun baglamasi icin kiimen hidroperoksit (20 ul) eklendi
ve hemen ardindan BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5

programinda 340 nm dalga boyunda, 5 dakika siiresince okuma yapildi. Azalan
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NADPH’nin absorbans degerleri ile €340: 0,00373 mM/cm katsayisi kullanilarak GPx
enzim aktivitesi belirlendi. Enzime ait spesifik aktivitesinin belirlenmesi ise mg/mi

protein miktarlar1 kullanilarak nmol/mg protein/ dak cinsinden hesaplandi.

2.3.6.Glutatyon S transferaz (GST) aktivitesinin belirlenmesi

G. mellonella besinine uygulanan Juglon sonrasi lavalarda goriilen GST (EC
2.5.1.18) enzim aktivitesindeki degisimler Habig vd., 1974 tarafindan gelistirilen, 1-
chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)’nin rediikte glutatyon ile konjiigasyonunu katalize
eden toplam GST (mikrozomal ve sitozolik) aktivitesinin Olclilmesi esasina
dayanmaktadir. Bu yontemde konjuge CDNB’nin 6l¢iilmesi amaciyla 100 mM CDNB
(100 ul), 100 mM GSH (glutatyon) (100 ul) ve pH: 6,5 PBS (fosfat buffer saline) (9,800
ml) kullanilarak analiz kokteyli hazirlandi. Enzim kaynagi olarak kullanilacak olan
homojenat ve analiz kokteyli tablo 3.4’te verilen oranlarda mikroplate kuyucuklarina
eklendi. Bu islemlerden sonra reaksiyon basladigi i¢in hizli bir sekilde mikroplate BIO-
TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazina konuldu ve 340 nm’de 5 dakika siiresince
okuma yapildi. CDNB’nin rediikte glutatyon ile reaksiyona girmesine bagli olarak
olusan tioether yapisinin yiikselen absorbans degerleri elde edildi. Elde edilen absorbans
degerlerinden £340: 0,00503uM™ katsayis1 kullanilarak birimi wmol/mg protein/dak
olan enzim spesifik aktivitesi hesaplandi. Koér ve homojenatlarin diliisyonunda ise fosfat

tamponu (PBS) (pH: 6,5) kullandi.

Tablo 2.4. Glutatyon-S-transferaz aktivite éi¢iimii bilesenleri

KOR NUMUNE

Kokteyl 180 ul 180 ul
Fosfat tamponu (pH: 6,5) 20 pul  ---
Enzim kaynag --- 20 pl

2.3.7.Malondialdehid miktar tayini

Juglon uygulamasma bagli olarak G. mellonella larvalarinda ortaya g¢ikan
oksidatif stresin belirlenmesi amaciyla lipit peroksidasyonun son firiinii olan MDA
miktarmin tayininde Yagi (1998)’nin gelistirmis oldugu metoda bagl ticari kit
(CAYMAN 10009055) kullanildi. MDA miktar tayinin yapilabilmesi i¢in ilk olarak
kitte verilen aralikta (0-50 uM) standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.3) ve bu grafige ait
dogru denklemi elde edildi. Lipit peroksidasyonunu goésteren MDA’ nin miktar tayini

i¢in ticari kit igerisinde verilen standart, homojenat, SDS ve renklendirme reaktifleri

28



(TBA asetik asit, TBA sodyum hidroksit) tablo 2.5’te verilen miktarlarda santrifiij tiipii
icerisine alindi. Elde edilen bu karisgim ilk olarak 1 saat su banyosunda 100 °C’de,
ardindan 10 dak buz iizerinde inkiibe edilereck MDA’nin hiicre dismma c¢ikarilmasi
saglandi. Bu islemin ardindan diger hiicre komponentlerin uzaklastirilmasi amaciyla
santrifiij edilen 6rneklere ait slipernatanlar (pembe renkli) elde edildi. Okumadan &nce
oda sicakliginda 30 dak boyunca ikinci bir inkiibasyon gerceklestirildi. Bu islemin
ardindan her bir 6rnege ait soliisyondan 150 ul mikroplate igerisine alind1 ve BIO-TEK
Marka EPOCH Elisa Okuyucu cihazinda - Gen 5 programinda 535 nm’de okuma
yapildi. G. mellonella larval hemolenfinde bulunan MDA miktarlarinin hesaplanmasi
amactyla standart dogru grafiginden elde edilen y = 0,0026x + 0,0001 (R?= 0,999)

formiilii kullanilarak ortaya ¢ikan sonucglar nmol/mg olarak hesaplandi.

0,14
0,12
0,1
y=0,0026x+ 0,0001

" R?=10,9999
g 008
=
-
g
Z 006

0,04

0,02

0 10 20 30 40 50 60
MDA Miktar
(uM)

Sekil 2.3. MDA standart grafigi

29



Tablo 2.5. Malondialdehid miktar tayini bilesenleri

KOR STANDART NUMUNE
SDS 25 ul 25 ul 25 ul
Colorreagent 1ml 1ml 1ml
Distile su 25 ul
MDA 25 ul
Homojenat 25 ul
10 dak 4°C
Santrifiij 1600 g, 10 dak 4°C
Inkiibasyon (siipernatan) 30 dak 25°C

Okuma 535 nm

2.4. COMET Analizi (Tek Hiicre Jel Elektroforezi) ile DNA Hasarmin

Belirlenmesi

G. melloenella hemositlerinde DNA hasarinin belirlenmesi i¢in COMET analizi
yapildi. Singh vd. (1988) tarafindan belirlenen bu yontemde, tek hiicrede meydana
gelen DNA kiriklarinin  belirlenmesi ic¢in alkali ortamda elektroforetik olarak
gerceklestirilen yiiriitme islemi G. mellonella hemositlerindeki hasarin goriintiilenmesi
icin modifiye edilmistir. Juglona bagli meydana gelen DNA hasarinin belirlenmesinde
probit analizi sonucunda elde edilen subletal doz onciiliigiinde ve antioksidan enzim
analizlerinde de kullanilan 0,5, 1 ve 2 mg/ 2g’lik dozlar kullanildi. Uygulama sonrasi

DNA hasarinin tespit edilmesi i¢in son donem larvalara ait hemolenf kullanildi.

Juglon uygulamasina bagli olarak G. mellonella hemositlerinde ortaya ¢ikan DNA
kiriklariin belirlenmesinde son doneme ulasan larvalardan elde edilen hemolenf
ornekleri kullanildi. Deney ve kontrol gruplarina ait son donem larvalarin her birinin
toraks ekstremite kaidelerinden mikrokapiller tiip yardimiyla 5 pl hemolenf alind:.
Alman hemolenf 6rnekleri igerisinde 95 pl (% 1°lik) diisiik kaynama dereceli agaroz
(LMPA) bulunan tiiplere alinarak fiksasyon islemi i¢in {izeri dnceden % 1’lik normal

kaynama dereceli agaroz (NMA) ile kaplanmis 6zel lamlara yerlestirildi. Agaroz jele
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gomiilen bu karigimdaki hemositlerin hiicre membranlari, sitoplazma, niikleoplazma
gibi yapilarinin uzaklastirilarak niikleozomlarin ¢éziinmesi igin hipertonik bir lizis (2,5
M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL, % 1’lik TritonX-100 ve % 10’luk
dimetilsiilfoksit (DMSO), pH: 10,0) soliisyonu ile muamele edildi. Geriye kalan
niikleoidlerden DNA’nin siiperkoil yapisinin gevsetilerek kirik bolgeler olan apiirinik/
apirimidinik bolgelerin agiga c¢ikarilmas: gerekmektedir. Bu bolgelerin ortaya
cikarilmasi ve goriintiilenmesi amaciyla yiiksek alkali 6zelligindeki bir tampon (10N
NaOH ve 200 mM EDTA, pH: 13) kullanildi. Bu islemler i¢in hemolenf 6rneklerinin
yiiklendigi lamlar, elektroforez tanki igerisine alinarak tamponun bulundugu bu ortamda
45 dak boyunca bekletildi. Bu islemin ardindan elektrotlar baglanarak kiriklarin goriiniir
hale gelmesi 20 Volt ve 300 mA’de anoda dogru gog ettirilmesiyle gerceklestirildi.
Yiirtitme isleminin ardindan 4 °C’de 15 dak 0,4 M Tris—HCI (pH: 7,4) icerisine alinan
lamlar nétralize edildi. DNA kiriklarinin goriintiilenmesinde ise floresan bir boya olan
SYBR Green kullanilarak boyama islemi gerceklestirildi. Tiim islemler karanlik
ortamda ve 4° C’de gergeklestirildi. SYBR Green ile boyanan DNA kiriklarinin
mikroskobik goriintiilerinin elde edilmesi 40X’lik objektifde floresan mikroskopta
(Leica DM6000 B, GreenFilter, 540 - 550 eksitasyon dalga boyu, 575 - 625 emisyon
dalga boyu) gerceklestirildi.

DNA kiriklarina ait elde edilen goriintiilerin degerlendirilmesi COMET analiz
programinda (CometAssay IV; Perceptive Instruments Ltd, UK-Italya) gerceklestirildi.
Genotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla Comet Assay IV programinda otomatik
Ol¢iim yapilarak % DNA Tail (Tail Intensity, Kuyruk Yogunlugu), Tail Moment
(Kuyruk Momenti) ve Tail Migration (Kuyruk Gogti) parametreleri kullanildi. Kuyruk
momenti Olive vd. (1990)’in tanimina gore, kuyruk uzunlugunun kuyruktaki floresan
yogunlugu veya go¢ bolgesindeki DNA yiizdesi ile carpimi olarak formiile edilmistir.
DNA hasar tespiti i¢in her bir dozda 3 tekrarli ve 15 larvadan elde edilen toplam 500

hiicre analiz edildi.
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Kuyruk Momenti = Kuyruk uzunlugu X | Kuyruktaki floresan yogunlugu
veya

Gog bolgesindeki DNA yiizdesi

2.5. Mikroniikleus Testi

Juglon uygulamasina bagli olarak meydana gelen genotoksik etkinin
belirlenmesinde kullanilan bir diger yontem ise hemositlerde ortaya ¢ikan mikrontikleus
frekanslarinin belirlenmesiyle degerlendirilmistir. Bu amacgla Venier vd. (1997)’nin
belirlemis oldugu mikronukleus testi deney ve kontrol gruplarma ait larvalarin
hemolenfleri kullanilarak gergeklestirildi. Juglon uygulamasina maruz kalan son dénem
larvalar1 insektisidal etkinin belirlenmesi icin olusturulan deney gruplar1 ile benzer
sekilde hazirlandi. Son doéneme ulasan larvalarin her birinden mikrokapiller tiip
yardimiyla toraks ekstremite kaidelerinden 20 pl hemolenf alindi. Alinan hemolenf
ornekleri ile yayma preparatlar hazirlandi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.
Yayma preparatlarin kurumasinin ardindan hemositlerin fiksasyon islemi igin glasiyel
asetik asit: metanol (1:3) karigimi kullanildi. Fiksasyon isleminin ardindan hemositlerde
meydana gelen mikronukleuslarin goriiniir hale gelmesi i¢in Giemsa boyasi ile 20 dak
boyunca boyama islemi gergeklestirildi. Bu islemin hemen ardindan fazla boyanin
uzaklastirilmasi i¢in lamlar hizli bir sekilde distile su ile yikandi. Mikroniikleuslarin
goriintiilenmesi amaciyla 100X biiyiitme ile 151k mikroskobunda (Leica DM6000 B)
inceleme ve mikronukleus sayimlar1 gerceklestirildi. Hemositlerinde ana ¢ekirdek ile
ayn1 renkte, fakat ondan 5 kat daha kii¢iik olan mikroniikleuslarin sayimlar1 yapildi. Her
bir doz ic¢in 15 larva kullanilarak 3 tekrar yapildi ve her larvada toplam 1000 hiicre
sayimi yapildi.

2.6. Istatistiksel Analiz

Juglonun G. mellonella larvalarina uygulanmasi sonrasinda ortaya ¢ikan oksidatif
ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan tiim analizlerden elde edilen
verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi. Bu nedenle analiz sonuglarimiza
parametrik bir test olan One-Way Anova uygulanarak, LSD (Least Significant
Difference) testi ile giivenirlilik analizleri yapildi (Windows versiyon 18.0, SPSS,
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Chicago, IL). Deneylerde elde edilen sonuglarin % 95 giiven araliginda istatistiksel
olarak anlaml1 olup olmadiklar1 sinand1 ve P < 0,05 diizeyinde ise anlamli olarak kabul
edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Insektisidal Etki

Juglonun G. mellonella besinine uygulanmasi sonrasinda goriilen larval 6lim
sonuglart ve bu sonugla ile yapilan Probit analizi araciligiyla letal dozlar (LD1o, LD2o,
LD3o, LDao, LDso, LDgs ve LDgo) elde edilmistir (Tablo 3.1). Bu analiz kontrol ve her
bir deney setinde 20 larva olacak sekilde 3 tekrarli olarak, her bir dozda toplam 60 birey
kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Juglonun G. mellonalla larvalari
tizerindeki insektisidal etkili oldugu ve ortalama letal doz (LDso) degerinin 2,309
mg/larva (% 95 giiven araliginda, 2,075 — 2,554 mg/larva) oldugu belirlendi (x? =
10,676, df = 5, P = 0,000).

Tablo 3.1. Farkli dozlarda Juglon uygulanan G. mellonella’nin larval evresinde letal dozlar (LDI0,
LD20, LD30, LD40, LD50, LD95 ve LD99)

Letal Doz Seviyesi (mg/larva)

% 95 Giiven Arahgr*

Juglon Uygulama  Olen Letal

Dozlan Yapilan Larva  Dozlar Muhtemel Dozlar .

(mg/larva)  Larva Sayis1  (LD) Alt Simr  Ust Simir

Sayisi

LD1o

Kontrol 60 2 0,222 0,221 0,564
(% 95 CL)
LD2o

0,5 60 10 0,938 0,600 1,214
(% 95 CL)
LD3o

1 60 18 1,455 1,176 1,699
(% 95 CL)
LDao

2 60 24 1,897 1,650 2,131
(% 95 CL)
LDso

3 60 35 2,309 2,075 2,554
(% 95 CL)
LDgs

4 60 49 4,989 4,535 5,595
(% 95 CL)
LDgog

5 60 60 6,099 5,506 6.903
(% 95 CL)

* 9% 95 alt ve iist giiven sumrlari ile birlikte gosterildi (2,075 — 2,554 mg/ 2g besin) (x?= 10,676,
df =5, P =0,058).
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3.2. Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve MDA Miktari
3.2.1.SOD enzim aktivitesi

Juglon uygulanan ve uygulanmayan G. mellonella larval hemolenfinde SOD
enzim aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlendi (F = 6,77; df = 3
16; P = 0,004; Sekil 3.1). SOD enzim aktivitesi 1 ve 2 mg’lik juglon dozlarinda 0,96 +
0,02 ve 1,15 + 0,07 nmol/mg protein olarak belirlenirken, 0,79 + 0,05 nmol/mg protein
olan kontrol grubu ile kiyaslandiginda sirasiyla yaklasik % 22 ve % 46 oraninda artis
gosterdi. 0,5 mg’lik juglon dozunda ise 0,65 + 0,05 nmol/mg protein olan SOD enzimi

aktivitesinin kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig:

tespit edildi (Tablo 3.2, Sekil 3.1).

Kontrol 0,5 mg 1 mg
Dozlar (img/2 g besin)

1,6

1.4

1.2

ot

0.8

SOD Aktivitesi
(nmol/mg protein)

0.6

0,4

0,2

Sekil 3.1. Juglonun G. mellonella’nin son evre larval hemolenfindeki SOD aktivitesine etkileri. Siitunlar
ti¢ tekrarm ortalamasimi, ¢ubuklar ise standart hata verilerini giostermektedir. Siitunlar
tizerindeki farkli harfler (a-c) arasinda istatistiksel olarak anlaml fark bulunmaktadir (p <
0,05, ANOVA, LSD)

3.2.2.CAT enzim aktivitesi

Juglon uygulamasimna bagli olarak G. mellonella larvalarina ait CAT enzim
aktivitesinde dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli degisiklikler oldugu
belirlendi(F = 4,283; df = 3, 16; P = 0,021; Sekil 3.2). Kontrol grubunda 1,66 + 0,07
U/mg protein olarak belirlenen CAT enzim aktivitesinin 0,5 mg’lik juglon dozunda
yaklagik % 84 oraninda artarak 3,05 + 0,42 U/mg protein oldugu belirlendi. Bununla

35



birlikte, 1 ve 2 mg’lik juglon dozlarinda goriilen CAT enzim aktivitelerinin kontrole
gore her iki dozda da yaklasik % 42 oraninda artis gostererek sirasiyla 2,35 + 0,22 ve
2,36 + 0,28 U/mg protein degerinde oldugu ve her iki dozda da 0,5 mg’lik doza gore
azalma oldugu, ancak istatistiksel olarak kontrol ve 0,5 mg’lik doz arasinda farklilik

olmadig belirlendi (Tablo 3.2, Sekil 3.2.).

4
3,5
3
35 2
=3
£
S
=
-
£ E
U2 15
1
0,5
0
Kontrol 0,5 mg 1mg
Dozlar (img/2 g besin)

Sekil 3.2. Juglonun G. mellonella 'nin son evre larval hemolenfteki CAT aktivitesine etkileri. Stitunlar ti¢
tekrarmn ortalamasini, ¢ubuklar ise standart hata verilerini gostermektedir. Stitunlar iizerindeki
farkly harfler (a-b) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p < 0,05, ANOVA,
LSD)

3.2.3.GPx enzim aktivitesi

Juglon uygulanan deney gruplarinda ve uygulanmayan kontrol gruplarinda
bulunan larvalara ait hemolenflerde GPx enzim aktivitesinin tiim dozlarda ayni oldugu,
dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli degisimlerin olmadig1 tespit edildi (F =
1,668; df = 3, 16; P = 0,214; Sekil 3.3). Kontrol grubunda 1,55 + 0,22 nmol/mg protein
olan GPx enzim aktivitesinin, 0,5, 1 ve 2 mg’lik dozlarda sirasiyla 1,25 + 0,10, 1,24 +
0,12 ve 1,14 + 0,05 nmol/mg protein oldugu belirlendi (Tablo 3.2, Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Juglonun G. mellonella’nin son evre larval hemolenfteki GPx aktivitesine etkileri. Siitunlariic
tekrarin ortalamasini, gubuklar ise standart hata verilerini gostermektedir. Siitunlar tizerindeki
ayni harfler (a) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p > 0,05, ANOVA,
LSD)

3.2.4.GST enzim aktivitesi

Juglon uygulamasina bagl olarak G. melloenella larval hemolenfinde GST enzim
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu belirlendi (F = 4,095; df = 3,
16; P = 0,025; Sekil 3.4). Bu farkliligin 2,80 + 0,33 nmol/mg protein/ dak olan kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 0,5, 1 ve 2 mg’lik dozlarda sirasiyla yaklasik % 32, % 64
ve % 44 oraninda artisa bagli oldugu belirlendi. Ancak, 3,69 + 0,52 nmol/mg protein/
dak olarak belirlenen 0,5 mg’lik juglon dozunda goriilen GST enzim aktivitesinde
goriilen artigin istatistiksel olarak hem kontrolle hem de diger dozlar ile farkli olmadig:
tespit edildi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda en fazla artisin goériildiigii 1 mg’lik doz
(4,59 + 0,36 nmol/mg protein/ dak) ile 2 mg’lik dozdaki GST aktivitesi (4,04 + 0,21
nmol/mg protein/ dak) arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Tablo 3.2, Sekil
3.4).
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Sekil 3.4. Juglonun G. mellonella’nin son evre larval hemolenfteki GST aktivitesine etkileri. Siitunlarii¢
tekrarin ortalamasini, ¢ubuklar ise standart hata verilerini gostermektedir. Siitunlar tizerindeki
Sfarkli harfler (a-b) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadwr (p < 0,05, ANOVA,
LSD)

3.2.5. MDA miktar analizi

Juglon uygulamasina bagli olarak G. mellonella larval hemolenfinde goriilen, lipit
peroksidasyon {riinii olan MDA miktariin uygulanan doza bagli olarak farkli
seviyelerde oldugu belirlendi (F = 3,398; df = 3, 16; P = 0,044; Sekil 3.5). Kontrol
grubunda 0,09 + 0,01 nmol/mg protein olarak belirlenen MDA miktarinin, 0,5 ve 2
mg’lik dozlarda sirasiyla 0,13 + 0,02 ve 0,16 + 0,03 nmol/mg protein oldugu ve
yaklasik olarak sirasiyla % 44 ve % 77 oraninda artis oldugu tespit edildi. Aym
zamanda 1 mg’lik dozunda goriilen MDA miktarinin (0,09 £ 0,01 nmol/mg protein)
kontrol grubu ile karsilastirildiginda aralarinda farklilik olmadigi ve diger dozlara gore
azalma oldugu tespit edildi (Tablo 3.2, Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Juglonun G. mellonella’nin son evre larval hemolenfteki MDA miktarina etkileri. Siitunlarii¢
tekrarin ortalamasini, gubuklar ise standart hata verilerini gostermektedir. Siitunlar tizerindeki
farkly harfler (a-b) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadwr (p < 0,05, ANOVA,
LSD)

Tablo 3.2. Galleria mellonella larval besinine farklh dozlarda wuygulanan Juglona bagh olarak
antioksidan enzim aktiviteleri ve MDA miktarindaki degisimler

SOD CAT GPx GST MDA
Juglon (nmol/ mg (Ul mg (nmol/ mg (nmol/ mg (nmol/mg
(mg/2g) protein) protein) protein/ dak) protein/ dak) protein)
ORT + SH* ORT + SH* ORT + SH* ORT + SH* ORT + SH*
Kontrol 0,79+0,05a 1,66+0,07 a 1,55+0,22 a 2,80+0,33 a 0,09+0,01 a
0,5 0,65+0,05 a 3,05+£0,42 b 1,25+0,10 a 3,69+0,52 ab 0,13+0,02 ab
1 0,96+0,02 b 2,35+0,22 ab 1,24+0,12 a 4,59+0,36 b 0,09+0,01 a
2 1,15+0,07 ¢ 2,36+0,28 ab 1,14+0,05 a 4,04£0,21 b 0,16+0,03 b

*Aymi satirda farklt harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadw (p <0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH: Standart Hata.

3.3. Juglonun G. mellonella Hemositleri Uzerine DNA Hasar Tespiti

Juglon uygulamasina bagli olarak DNA hasarinin belirlenmesinde Comet Assay

IV (Perceptive Instruments Ltd, UK-italya) programi ile analiz edilen 6rneklerde

kuyruk yogunlugu (% DNA Tail), kuyruk momenti (Tail Moment) ve kuyruk gocii (Tail
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Migration) parametreleri belirlendi. Elde edilen sonuglarda juglon uygulamasina bagl
olarak kontrol grubu ile dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit

edildi (Tablo 3.3, Gérsel 3.1).

Juglon uygulanmayan kontrol grubundaki kuyruk yogunlugu % 5,22 + 0,23 iken
0,5, 1 ve 2 mg’lik dozlarda sirasiyla % 13,75 £+ 0,49, % 26,24 + 0,64 ve % 15,83 = 0,55
olarak artis gostermektedir (F = 298,083; df = 3, 1996; P = 0,000, Sekil 3.6). Bu artisin
0,5 ve 1 mg juglon uygulamasinda doz artisiyla dogru orantili oldugu, fakat 2 mg’lik
juglon dozunda elde edilen kuyruk yogunlugunun 1 mg’lik dozdakine gdre daha az
oldugu goriildii. Bununla birlikte juglon dozlarindaki kuyruk géc¢ii miktarlarinin kontrol
grubuna kiyasla artmis oldugu ve tiim dozlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu belirlendi (F = 2310,266; df = 3, 1996; P = 0,000). Juglon uygulanan
larvalara ait hemositlerdeki kuyruk gogiindeki artis 0,5 ve 1 mg’lik dozlarinda sirasiyla
9,22 £ 0,27 ve 31,46 + 0,42 um olarak goriilmektedir. Ancak 2 mg’lik doza ait kuyruk
gbclinde kontrole gore artis goriiliirken, diger dozlar ile kiyaslandiginda azalma oldugu

tespit edildi (Tablo 3.3, Sekil 3.6).

Kuyruk momenti i¢in yapilan analizlerde ise kontrol grubu ve dozlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin oldugu belirlendi (F = 1082,415; df = 3, 1996; P
= 0,000). Kuyruk momentinde elde edilen bu verilerin ise kuyruk yogunlugu ve kuyruk
gocliyle dogru orantili oldugu ve diger parametrelerde de oldugu gibi 6zellikle 0,5 mg
ve 1 mg’lik juglon uygulamalarinda doza bagl olarak artis gostermektedir (Tablo 3.3,
Sekil 3.6).
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Gorsel 3.1. COMET analizine ait SYBR Green ile boyanmis G. mellonella larval hemositlerinin floresans
mikroskobu goviintiileri, a: DNA hasart olmayan hemositler, b: DNA hasart olan hemositler

Tablo 3.3. Galleria mellonella larvalarma farkl dozlarda uygulanan Juglona bagli olarak hemositlerde
belirlenen DNA hasarinin oranlar ve istatistiksel degerlendirmesi

Judl Kuyruk Yogunlugu Kuyruk Momenti Kuyruk Gogii (um)
uglon ) ) o )
(Mg2g) (% DNA Tail) (Tail Moment) (Tail Migration)
m
99 ORT + SH* ORT + SH* ORT + SH*
Kontrol 522+0,23a 0,59+0,03a 2,19+0,12 a
05 13,75+0,49b 1,96 0,08 b 9,22+0,27b
1 26,24+ 0,64 c 8,10+0,17¢c 31,46 +0,42¢
2 15,83 £0,55d 1,72+ 0,07 b 6,37+0,18d

*Ayni satirda farkli harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmaktadw (p < 0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.
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Sekil 3.6. Besinsel juglonun etkin dozlarimin G. mellonella larval hemositlerinde olusturdugu DNA
hasarimin kuyruk yogunlugu (% DNA Tail), kuyruk momenti (Tail Moment) ve kuyruk gégii
(Tail Migration) ortalamasinin karsilastirilmast

3.4. Juglonun G. mellonella Hemositlerinde Mikroniikleus Analizi
Juglon uygulamasina bagli olarak G. mellonella son dénem larvalarindan elde

edilen hemositlerdeki mikroniikleus sayilarinin doza bagli olarak artis gosterdigi
istatistiksel olarak belirlendi (F = 601,067; df = 3, 176; P = 0,000). Kontrol grubunda %o
16,78 + 1,44 olarak bulunan MN oran1 0.5, 1 ve 2 mg’lik dozlarda sirasiyla %o 98,16 +
2,45, %o 132,44 + 2,37 ve %o 139,45 + 2,71 olarak belirlendi (Tablo 3.4, Gorsel 3.2).

Tablo 3.4. Galleria mellonella larvalarma farkll dozlarda uygulanan Juglona bagh olarak hemositlerde
mikroniikleus olusumunda goriilen degisimler

Juglon Mikroniikleus (%o)
(mg/2g besin) ORT + SH*
Kontrol 16,78 £ 1,44 a
0,5 98,16 +245h
1 132,44 +£2,37¢c
2 139,45 +2,71d

*Aym satirda farklt harfle (a-d) gosterilen degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmaktadwr (p <0,05, ANOVA, LSD).ORT: Ortalama; SH:Standart Hata.
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Gorsel 3.2. Giemsa boyama yontemi ile boyanan hemositler ve mikroniikleuslarin mikroskobik goriintiisii

(100X objektif)
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4. TARTISMA VE SONUC

Tarimsal alanlarda ve depolanan iirlinlerde zararli bocekler ile miicadele ekolojik
ve ekonomik bir olgudur. Zararli bocekler ile miicadele yontemlerinde yaygin olarak
kullanilan kimyasal insektisitler zararli tlirlerin dayaniklilik kazanmasina, besin
zincirine ve insan saghgma etki ederek ckolojik dengenin bozulmasina sebep
olmaktadir (Cox, 1996; Lee vd., 1996; Ahmad vd., 1997; Rick ve Relyea, 2005;
Szatkowska vd., 2012; Mineau ve Whiteside, 2013). Entegre miicadele yontemi ve
organik tarim anlayisinin gelistigi son yirmi yilda ise bitkisel kokenli sekonder
metabolitler, kisa zamanda dekompoze olmalari, ¢evre kirliligine yol agmamalart ve
iriinler lizerinde kalinti olusturmamalari nedeniyle kimyasal insektisitlerin yerini
almaktadir (Isman, 1997). Bitki sekonder metabolitleri, bitkinin temel yasamsal islevleri
ile dogrudan iligkili olmasa da primer metabolitler (protein, yag, karbonhidrat) kadar
onemlidirler. Bitkilerde bulunan bu bilesikler hastaliklara karsi diren¢ olusumu
(viriisler, mikoplazma, bakteri ve mantar), herbivorlardan korunma, kendileriyle rekabet
halinde olan diger bitki tiirlerinden ka¢inma (allelokimyasal etki) ve abiyotik stresten
korunma (UV Isig1 vb) gibi 6nemli rollere sahiptirler (Aydin ve Mammadov, 2017).
Bununla birlikte, bu dogal iirlinler uzun siiredir yabani otlarin, bitki hastaliklar1 ve
herbivor zararlilarinin kontroliinde de kullanilmaktadir (Isman, 1997; Ujvary, 2001).
Fitokimyasallar icinde degerledirilen ve bodceklerde insektisidal veya beslenme
engelleyici ya da kagirici gibi ekotoksik etkilere neden olan o6nemli sekonder
metabolitler ise alkoloidler, fenolikler, terponoidler ve naftokinonlar olarak
bilinmektedirler (Isman, 2002). Bu nedenle naftokinonlar gibi Onemli sekonder
metabolitlerin biyoinsektisidal potansiyellerinin belirlenmesine yonelik arastirmalar
giderek 6nem kazanmaktadir. Cesitli bitkilerden elde edilen ekstraktlarin kromotografik
olarak ayrimi ile elde edilen naftokinon ve kinon yapisindaki ¢esitli organik bilesiklerin
baz1 fitofag boceklerde insektisidal veya antifeedant (beslenme engelleyici) 6zellige
sahip oldugu, ayn1 zamanda da antifungal ve antimikrobiyal karakterde olduklarini
gosteren veriler literatiirde sunulmustur (Krishnakumari vd., 2001; Simmonds vd.,
2002; Khambay vd., 2003; Ganapaty vd., 2004; Park vd., 2005; Burgueno-Tapia vd.,
2008; Pavunraj vd., 2011). Bu c¢alismada kullanilan juglon (5-hydroxy-1,4-
naphthoquinone) ise, bir naftokinon ve sekonder metabolit olup, ceviz agag¢larinin

yapraklarindan ve meyvalarinin yesil kabuklarindan elde edilen allelokimyasal bir
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bilesiktir. Ayrica juglonun herbisidal, pestisidal ve repellent etkilere sahip olabilecegi
Duke ve Ayensu (1985) tarafindan ilk kez Onerilmistir. Bu nedenle bazi herbivor
Lepidopter tiirlerinde juglonun ve diger naftokinonlarin toksititesine ait caligsmalar
yapilmistir (Yu, 1987; Thiboldeaux vd., 1994; Sun vd., 2007). Bu caligmalarda
boceklerin besininde bulunan juglonun doz artisina bagli olarak zehirleyici ya da
antifeedant etki gostererek 6liimlere neden oldugu bildirilmistir. Misir glivesi Mythimna
separata (Lepidoptera: Noctuidae) ve lahana yaprak giivesi Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae) tiirleri ile ilgili bir ¢alismada ise besine uygulanan juglonun
doza bagl olarak orta bagirsaktaki emilimi inhibe ettigi ve larval Gliimlere neden
oldugu tespit edilmistir (Zhai vd., 2003a, 2003b). Buna karsilik, luna giivesi Actias luna
(Lepidoptera: Saturniidae) ve keten giivesi Cydia pomonella (Lepidoptera: Tortricidae)
gibi baz1 bocek tiirleri, dogal besinlerinde naftokinonlara maruz kalirlar. Bu tiirlerin
yiiksek konsantrasyonlarda bile naftokinonlar1 verimli bir sekilde metabolize ettikleri ve
toksik etkisini tolere edebilecek direnglilige sahip olduklar1 ¢esitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (Lindroth, 1989; Piskorski ve Dorn, 2011). Ancak Piskorski ve Dorn
(2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada sentetik besinine 5, 25 ve 50 mg/g juglon
uygulanan C. pomonella’nin birinci evre larvalarinda sadece 50 mg/g’lik dozda
tamamen 6liim oldugu, diger dozlarda ise larval gelisim siirecinin uzadig1 belirlenmistir.
Ayni zamanda arastirmacilar larvalar direkt ceviz ile beslendiklerinde de toplam
gelisim siirecinin elma ile beslenenlere gére uzadigini tespit etmislerdir (Piskorski ve
Dorn, 2011). Fitofag zararli bocekler olan Limantria dispar (Lepidoptera: Erebidae) ve
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) tiirleri iizerinde yapilan ¢alismalarda
ise juglonun 2 mg/g gibi cevizlerde bulunan degerinden daha diisiik dozlarda bile
oldiiriicti oldugu belirlenmistir (Yu, 1987; Lindroth vd., 1990). Bu ¢aligmalara benzer
olarak bu calismada da besinle birlikte verilen farkli dozlardaki juglonun bir depo
zararlis1 ve model bocek olan G. mellonella’nin larval gelisimi tizerinde diisiik dozlarda
bile (LDso 2.3 mg/ 2g besin) 6ldiiriicti etkiye sahip oldugu belirlendi. Bununla birlikte,
bu calismada LDsp iizerindeki juglon dozlarina (3, 4, 5 mg/ 2g besin) maruz kalan
birinci evre larvalariin erken evrelerde o6liimlerinin gerceklestigi gézlemlendi. Daha
once yapilan bir ¢alismada da, kabak zararlis1 Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarina uygulanan subletal dozlardaki juglonun antifeedant etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Akhtar vd., 2012). Bu nedenle besinle birlikte yiiksek dozlarda juglona

maruz kalan G. mellonella larvalarinda erken evrelerde 6lim olmasmin nedeni
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antifeedant etki ile iliskilendirilebilir. Elde edilen bu verilere gore antifeedant etkinin
kesinlige kavusturulmasi icin ileride histopatolojik c¢alismalarin  yapilmasi
gerekmektedir. Ayn1 zamanda Piskorski ve Dorn (2011), besin yoluyla juglonu alarak
bagirsak ortaminda toksik olmayan 1,4,5-trihydroksinaftaline doniistiirebilecek
metabolizmaya sahip boceklerde, juglonun toksititesinin olmadigini bildirmislerdir.
Sonug olarak, gerek elde edilen bu veriler gerekse de daha dnce yapilan caligmalar
juglonun bocegin fizyolojik kapasitesine bagli olarak insektisidal etkiye sahip olduguna
isaret etmektedir. BOylece ar1 yetistiricileri tarafindan kullanilan, ancak bilimsel bir
Ozelligi arastirilmamis olan ceviz yaprak veya meyvalarinin kovanlarda G. mellonella
tizerinde olumsuz etkili olduguna ait bilimsel veriler bu ¢aligma kapsaminda ilk kez

literatiire sunulmus olmaktadir.

Biyolojik sistemlerde endojen ve ekzojen kokenli stres faktorleri nedeniyle siirekli
olarak serbest radikaller ve diger oksijen kokenli tiirler iiretildiginden, hiicre bu stres
faktorlerine maruz kalmayi sinirlamak i¢in gii¢lii ve kompleks enzimatik ve molekiiler
antioksidan savunma sistemleri gelistirmistir. Bu serbest radikaller; katalaz, siiperoksit
dismutaz, glutatyon peroksidaz gibi radikal siipiiriicii enzimleri ve A, E ve C
vitaminleri, glutatyon, ubikinon, lipoik asit ve flavonoidler dahil olmak iizere ¢ok
sayida non-enzimatik antioksidanlar1 igeren ayrintili bir antioksidan savunma sistemi
tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. (Urso ve Clarkson, 2003; Greathouse vd, 2005;
Ozkaya, 2007). Diger tiim canlilarda oldugu gibi bocekler de reaktif oksijen tiirevlerinin
zararh etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in 6zellesmis, kiiciik molekiiler agirliga sahip
bilesikler ve enzimlere sahiptir (Grubor-Lajsic vd., 1997). Fenolik bilesikler ve kinonlar
gibi bitkisel allelokimyasallarin detoksifikasyonu amaciyla boceklerdeki bu antioksidant
ve detoksifikasyon enzimleri nemli rol oynamaktadirlar (Kaur vd., 2014). Ozellikle de
herbivor boceklerin allelokimyasallara karst primer adaptasyonlarmin enzimatik
detoksifikasyonlarin gergeklesmesi ile saglandigi bilinmektedir (Felton vd., 1989).
Ciinkii juglon gibi bitkisel fenolik bilesiklerin orta bagirsaktaki yiiksek pH ya da bitki
polifenol oksidazlar nedeniyle bocek viicudunda okside edildikleri bilinmektedir. Bu
okside bilesikler ise canlida reaktif oksijen tilirlerinin artmasina neden olarak
antioksidan sistemi etkileyebilir (Felton vd., 1989; Felton ve Duffey, 1991;Thiboldeaux
vd., 1998).
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Antioksidant enzimlerden birisi olan SOD, reaktif oksijen tiirlerine karsi
gelistirilen antioksidan savunmada faz 1 enzimi olarak rol oynamaktadir (Zenkov vd.,
2001; Gaeta vd., 2002). Normal kosullarda SOD, aerobik reaksiyonlarda ortaya ¢ikan
siiperoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigmesini
katalizleyerek hiicrenin oksidatif strese girmesini engellemektedir (Sun vd., 1988;
Sankarapandi ve Zweier, 1999). Bununla birlikte SOD enziminin, boceklerin gevresel
ajanlar ve bitkisel metabolitlere maruz kaldiginda da rol aldig1 bilinmektedir (Krishnan
ve Kodrik, 2006; Altuntas, 2015a, 2015b). Omurgali hayvanlarda yapilan ¢aligmalarda
juglonun aerobik kosullarda metabolize edilmesine bagli olarak viicutta reaktif oksijen
tirlerini (ROS) arttirdig1 bildirilmistir (Bhuyan vd., 1991; Babich ve Stern, 1993). Bu
calisgmada 1 ve 2 mg’lik juglon uygulanan G. mellonella larvalarinin hemolenfinde
goriilen SOD enzim aktivitesindeki artisin nedeni juglonun metabolize edilmesinde
ortaya cikan siiperoksit anyonu radikallerinin giderilmesi amaciyla olabilir. Ayrica,
SOD enziminin, hiicreleri siiperoksit radikallerine karst savunurken lipit
peroksidasyonunun baslamasini da engelledigi bilinmektedir (Celik, 2001). Bu yiizden
0,5 mg juglon uygulanan dozda SOD aktivitesinde herhangi bir degisim olmasinin
nedeni ise aym1 dozda MDA miktarinda meydana gelen artisla ilgili oldugu
diisiintilebilir. Bu durum ise larvalarda juglon maruziyeti arttikca oksidatif stresin

giderilmeye calisildigin1 gdstermektedir.

Antioksidan savunma sisteminde gorevli olan enzimlerden bir digeri de CAT
enzimidir. Katalaz, hidrojen peroksit radikalinin asir1 miktarda arttigi ortamlarda
aktivite gostermekte ve hiicrede hidrojen peroksit artisina neden olan reaktif molekiiliin
detoksifikasyonunu saglamaktadir (Tekcan, 2009). Ayrica, SOD enzim aktivitesi
sonucunda iretilen hidrojen peroksitin parcalanmasi i¢in antioksidan savunma
mekanizmalarinda ikinci kademede rol almaktadir (Gaeta vd., 2002). Bu ¢alismada 1 ve
2 mg’lik juglon uygulamasina bagli olarak larvalarinin hemolenfinde hem SOD hem de
CAT aktivitelerinin artmas1 G. mellonella larvalarinda fizyolojik bir direngliligin ortaya
ciktigini gostermektedir. Baz1 ¢alismalarda da lipit peroksidasyonu sonucu meydana
gelen subletal oksidatif hasarin giderilmesi i¢in CAT aktivitesinin yiikseldigi
bildirilmistir (Kazzaz vd., 1996; Tan vd., 1998). Bu nedenle, 0,5 mg’lik juglon dozunda
larval hemolenfte CAT aktivitesinin artmasi ve SOD aktivitesinin azalmasi ayni
dozdaki lipit peroksidasyonunda meydana gelen artigla iligskili oldugu seklinde

acgiklanabilir. Sonugta, CAT enzim aktivitesinin tiim dozlarda artmis olmasinin nedeni
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de artan juglon dozuna bagli olarak larvalarda gelisen oksidatif stresle iliskili olabilir.
Ciinkii cesitli cevresel kimyasallarin ya da bitkisel tirlinlerin boceklerde neden oldugu
oksidatif strese bagli olarak canlida antioksidan savunma mekanizmasinin tesvik
edildigi ve direngliligin saglandig1 bilinmektedir (Krishnan ve Kodrik, 2006; Aslantiirk
vd., 2011; Biiyiikgiizel vd., 2013; Altuntas, 2015a, 2015b).

Boceklerde stres kosullar1 altinda hiicresel detoksifikasyonun saglanmasinda rol
oynayan bir enzim olan GST enzimi, faz Il detoksifikasyon enzimi olarak da
bilinmektedir (Hyrsl vd., 2007; Orug, 2011; Altuntas, 2015a). Siganlar iizerinde yapilan
bir ¢aligmada bitkisel kokenli kinon molekiillerine bagli olarak karacigerdeki GST
enziminin geri doniisiimsiiz inhibisyon gdsterdigi ve hepatosit hiicrelerinde glutatyonun
tilkketilerek oksidatif strese neden oldugu bildirilmistir (Bellomo vd., 1987; Van-Ommen
vd., 1991). Boceklerde ise juglon gibi bitkisel fenollerin GST aktivitesini inhibe ettigi
bazi ¢alismalarda gosterilmistir (Lee, 1991; Wheeler vd., 1993; Yu ve Abo-Elghar,
2000; Yu ve Huang, 2000). Yu ve Abo-Elghar (2000)’in yaptiklar1 ¢aligmada ise
bitkisel fenol ve flavonoidlerin pamuk yaprak kurdu S. frugiperda larvalarinda GST
aktivitesinin engellendigi gosterilmistir. Bir lepidopter tiirii olan silinger Oriiclisii L.
dispar ile yapilan bir caligmada da besinsel juglonun detoksifikasyonunda kinin
rediiktaz ve GST enzimlerinin kilit rol oynadig: belirlenirken, bocegin dogal besininde
diisiik dozlarda bulunan juglona karsi uyum saglamasinin bu enzimler sayesinde oldugu
ifade edilmistir (Lindroth vd., 1990). Bunun yaninda 1,4-Naftokinonlara kars1 bir¢cok
Lepidopter tiirliniin direngli olmamasina ragmen sadece pervane bocegi Actias luna
(Lepidoptera: Saturniidae) tiiriiniin yliksek konsantrasyonlarda bile diren¢ kazandigi
bildirilmistir. Bu durumun nedeni ise naftokinonlarin detoksifikasyonu i¢in bdcekte
yiiksek kinon rediiktaz aktivitesinin bulunmasiyla iligkili olabilecegi seklinde
yorumlanmustir (Thiboldeaux vd., 1994). Ayrica bir Saturniid giivesi olan Calloseamia
prometha larvalarinda juglonla beslenmeye bagli olarak orta bagirsakta glutatyan
seviyesinin azaldigi, glutatyon disiilfat (GSSH) seviyesinde ve GSSG/GSH oraninda
artisin oldugu belirlenmistir. Bu durum ise hiicresel redoks dengesinin korunmasini
saglamistir (Thiboldeaux vd., 1998). Bdylece dogal besinlerinde juglon ve diger
naftokinonlara maruz kalan boceklerde goriilen direncliligin biyokimyasal nedenleri
daha oOnce yapilan bu g¢alismalar ile agiklanmigtir. Bununla birlikte, birgok bitkisel
allelokimyasallarin fitofag boceklerde GST aktivitorleri veya GST substratlar1 olarak

etki ettikleri ve bu boceklerin primer detoksifikasyon metabolizmalarinda GST

48



enziminin rol oynadig1 da c¢esitli caligsmalarda gosterilmistir (Scheline, 1978; Yu, 1982,
1983; Wadleigh ve Yu, 1988). Bu calismada ise daha 6nce yapilan ¢aligmalara benzer
olarak depo zararlis1 G. mellonella larvalarina diisiik doz juglon uygulandiginda GST
aktivitesinde artis meydana gelirken, doz yiikseldik¢e aktivitenin degismedigi
belirlendi. Elde edilen sonuclar juglonun diisiik dozlarinda fitofag boceklerde oldugu
gibi depo zararlis1 boceklerde de fizyolojik direngliligin saglanmasi i¢in 6nce primer
detoksifikasyon metabolizmasinin tesvik edildigini gostermektedir. Yu ve Abo-Elghar
(2000)’1n S. frugiperda tiirii iizerinde yaptiklar1 ¢alismada agiklandigi gibi juglonuda
iceren birgok allelokimyasal bilesen, doz arttikga bocekteki GST aktivitesinin geri
doniisiimsiiz inhibisyonuna neden olan inhibitor olarak etki etmektedirler. Bu ¢alismada
ise G. mellonella larvalarina uygulanan subletal juglon dozlarinda GST enzim
aktivitesinde meydana gelen artisin 1 ve 2 mg’lik dozlarda ayni oldugu belirlendi. Bu
nedenle S. frugiperda tiiriinde meydana gelen GST enzim inhibisyonu gibi juglonun G.
mellonella larval hemolenfinde enzim inhibisyonuna neden olabilecegini gostermek i¢in
LDso degerinin iizerindeki dozlarda enzim aktivitesinin  belirlenmesi ile

kesinlestirilebilir.

Boceklerde bulunan antioksidan enzimlerden bir digeri ise hidrojen peroksit ile
hidroperoksitlerin indirgenmesini saglayan glutatyon peroksidaz enzimidir. Genel
olarak viicut sivilarinda siiperoksit radikal {retiminin artmasi SOD aktivitesindeki
yiikselisi tetiklerken GPx aktivitesinin de azalmasina neden olmaktadir (Gaeta vd.,
2002). GPx aktivitesindeki azalma ise, hidrojen peroksit birikmesine ve hiicre hasarina
yol acar. Bu nedenle GPx, hem lipit peroksidasyonunun baslamasini 6nler, hem de lipit
peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerinin  detoksifikasyonunu
saglamaktadir (Peric’-Mataruga vd., 1997). Bu c¢alismada G. mellonella besinine
uygulanan juglonun larval hemolefte GPx enzim aktivitesi iizerinde herhangi bir
degisiklige neden olmadigi belirlendi. Bu durum juglona bagli ortaya ¢ikan lipid
peroksidasyonunun CAT enzimi ile giderildigine isaret etmetedir. Ciinkii 0,5 mg’lik
dozda CAT aktivitesi ve MDA miktar1 kontrole kiyasala artmigtir . Elde edilen tiim
veriler juglonun artan dozuna bagli olarak larval toleransin azaldigin1 ve lipit
peroksidasyonunun yiikselerek oksidatif stresin meydana geldigini gostermektedir. Bu
durum juglona bagli lipit peroksidasyonunun degerlendirildigi MDA miktar analizinde,
2 mg’lik dozda goriilen artig ile agiklanabilir. Ayrica bu verilerle uyumlu olarak, lipit

peroksidasyonu sonucu meydana gelen subletal oksidatif hasarin giderilmesi i¢cin CAT
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enziminin aktive oldugu daha once yapilan bazi ¢alismalarda bildirilmistir (Kazzaz vd.,
1996; Tan vd., 1998). Bununla birlikte CAT ve GST gibi enzimlerdeki aktivite
degisimleri, diisik dozlarda canlida fizyolojik direngliligin saglanmasi i¢in onarim
mekanizmalarinin tesvik edilmis olabilecegini gostermektedir (Picot vd., 1992; Kazzaz
vd., 1996; Tekcan, 2009). Bu durum ise, 0,5 mg’lik dozda goriillen MDA miktarindaki
artisin 1 mg’lik dozda azalmasiyla agiklanabilir. Ancak, MDA miktarindaki artigin 2
mg’lik juglon dozunda devam etmesi, hiicresel membran yapilarinda meydana gelen
deformasyonlar sonucu larval hemolenfte fizyolojik uyum kapasitesinin asilarak onarim
mekanizmalariin yetersiz kaldigina isaret etmektedir. Sonug olarak, antioksidan enzim
aktivitelerinde ve MDA miktarinda doza bagli olarak belirledigimiz bu degisimler,
besinsel juglon maruziyetinin LDso dozlarina yaklastikga larval direngliligi azalttigini ve

oksidatif hasar1 arttirdigin1 gostermektedir.

Calisma kapsaminda hedeflenen bir diger temel amag ise juglonun bir anlamda
fitokimyasallarin bocek hemositlerinde yapisal anormalliklere veya degisikliklere neden
olup olmadigini belirlemektir. Ciinkii hemositlerde gézlemlenen yapisal anormallikler
toksik kimyasallarin neden oldugu sitogenetik hasar1 gostermek igin siklikla
kullanilmaktadir (Yeh wvd., 2005; Wessel vd., 2007). Bu nedenle genotoksitite
biyobelirteglerinin ekotoksikolojik arastirmalarda kullanilmasi onemli bir caligsmadir.
Ozellikle, pestisit maruziyetinin genotoksik etkilerini degerlendirmek icin yapilan
biyolojik izlem c¢alismalarinda MN testinin uygun ve hizli bir teknik oldugu
bilinmektedir (Siu vd., 2004a; Bolognesi vd., 2011; Kurt ve Kayis, 2015). Tosun vd.
(2001)’leri yliksek konsantrasyonda uygulanan pestisitlerin hemositlerde kromozamal
delesyon ve anormalliklere, mutasyonlara ve mikroniikleus olusumuna neden
olduklarmi bildirmislerdir. Ayrica toksik, mutajenik ve kanserojen bilesiklerin dolayl
gostergeleri olarak artmis mikronukleus sayist olduk¢a Onemli bir olgudur
(Rencuzogullar1 ve Topaktas, 2000; Sekeroglu-Atli ve Sekeroglu, 2011). Daha 6nce
yapilan bazi ¢aligmalarda da farkli 6zelliklerdeki pestisitlerin canli organizmalarda MN
olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir (Rencuzogullari ve Topaktas, 2000; Celik vd.,
2005; Uckan ve Sak, 2010; Kurt ve Kayis, 2015). MN sayisinda goriilen bu degisimler
ise cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin indirekt gostergesi olarak degerlendirilebilir. Uckan
ve Sak (2010) tarafindan yapilan bir ¢aligmada konak tiir, G. mellonella’nin larval

besinine verilen farkli dozlardaki cypermethrin’in pup parazitoiti, Pimpla turionellae
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hemositlerindeki MN sayisi doza bagli olarak artmasina neden oldugu bildirilmistir. Bu
calismada da daha once yapilan caligmalara benzer olarak juglon uygulamas: larval
hemositlerdeki MN olusumunu arttirmistir. Ozellikle de MN olusumunun uygulanan
juglon dozlarmin artisina bagli olarak giderek yiikselmesi pestisitlerle iligkili
calismalara benzerlik gostermektedir (Ugkan ve Sak, 2010, Kurt ve Kayig, 2015).
Boylece elde edilen sonuglar juglonun sitogenetik hasara neden olduguna ve G.

mellonella larvalari i¢in genotoksik bir ajan olduguna iseret etmektedir.

DNA’da meydana gelen hasarin belirlenmesi amaciyla ekotoksikoloji, molekiiler
epidemiyoloji, biyoizleme ve genotoksisite c¢aligmalarinda kullanilan standart
metodlardan bir digeri ise “Tek hiicre jel elektrofrozi (COMET)”dir (Packiam vd.,
2015). Bununla birlikte cevresel kirleticilerin genotoksik etkilerinin izlenmesinde
Mikroniikleus testi (MN) ve COMET yonteminin birlikte kullanilmasi gittik¢e popiiler
hale gelmektedir (Andrade vd., 2004; Ateeq vd., 2005; Cavas ve Ergene-Goziikara,
2003a, 2003b, 2005). Literatiirde cesitli kimyasallarin ekotoksikolojik ve c¢evresel
biyoizleme ile ilgili arastirmalarda bu yontemlerin birlikte kullanilmasina yonelik bir
cok calisma yer almaktadir (Woznicki vd ., 2004; Siu vd., 2004a; Cavas ve Konen,
2007; Yilayaz, 2008; Muranli-Gokalp ve Giiner, 2011; Muangphra ve Gooneratne,
2011; Eskandari vd., 2012). Bu ¢alismalarda uygulanan genotoksik bilesiklerin kuyruk
DNA yiizdesi, kuyruk uzunlugu ve Olive kuyruk momenti parametleriyle belirlenen
DNA hasarinda ve MN frekansinda artisa neden oldugu tespit edilmistir (Siu vd.,
2004a; Woznicki vd., 2004). Cavas ve Konen (2007)’in yaptigr bir calismada ise
herbisit olarak kullanilan glyphosate’a maruz kalan japon baligi Carassius auratus
eritrositlerinde DNA hasarinin ve MN frekansinin doza (5, 10 vel5 ppm) ve zamana (2,
4 ve 6. giin) bagl olarak artig gostererek genotoksik ve sitogenetik etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Cevre kirliliginin izlenmesi amaciyla yapilan bir baska calismada ise bir
midye tirli olan Anodonta cygnea hemolenfinde ve solungag¢ hiicrelerinde cesitli
dozalardaki ham petroliin DNA hasarin1 ve MN sayisini arttirdigit COMET ve MN
analizleri ile gosterilmistir (Eskandari vd., 2012). Toprak kirliligin belirlenmesinde
kullanilan en iyi organizmanin toprak solucanlart oldugu bilinmektedir (Bouche, 1992).
Bu amagla Zang vd. (2000)’nin toprak solucani Eisenia fetida ile yapmis olduklari
calismada afidlere ve lepidopterlere karsit kullanilan imadokloroplorid ve RH-5849
insektisitlerinin genotoksik ve sitogenetik etkilerinin oldugunu yine COMET ve MN

analizleri ile belirlemislerdir. Muangphra ve Gooneratne (2011) tarafindan yapilan
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bagka bir ¢alisma da ise ticari neem ekstratina (sekonder bilesik olan azadirachtin
iceren) ait LDso (3,79 ve 3,33 pg cm2) dozlarinin toprak solucan1 Pheretima peguana
tizerindeki genotoksik ve sitotoksik etkileri COMET ve MN analizleri ile belirlenmistir.
Bu calisma sonucunda neem ekstratinin toprak solucani sdlomisetleri tizerinde
sitotoksik etkili oldugu MN analizi ile belirlenirken, COMET analizi sonrast DNA
kiriklarinin olmadigi ve genotoksik etkisinin olmadigi belirlemistir. Caligma sonucunda
ise, onerilen LDso dozlarinda bir insektisit olarak kullanilmasmin toprak solucani
acisindan giivenli oldugu bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismalar genetik hasarin
belirlenmesinde  COMET yonteminin ve mikroniikleus testlerinin  birlikte
degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu nedenle bu ¢alismada da juglon iliskili
genetik hasarin analiz edilmesi i¢cin COMET ve MN testleri gerceklestirildi. Boylece
farkli dozlarda besinsel juglona maruz kalan G. mellonella larval hemositlerinde
COMET analizi yapilarak, bulgularin degerlendirmesinde ise literatiirde de siklikla
kullanilan Kuyruk Yogunlugu (% DNA Tail, Tail Intensity) ve Kuyruk Momenti (Tail
Moment) parametreleri kullanildi (Kumaravel ve Jha, 2006). Bununla birlikte kuyruk
momenti ile kuyruktaki migrasyon arasindaki paralel iliski goz oniine alinarak kuyruk

migrasyonunda meydana gelen degisimler de analiz edildi.

Yesil kurt olarakda bilinen Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) ile
yapilan bir calismada fitopestisit olarak kullanilan PONNEEM’in 5, 10 ve 20 ppm’lik
dozlarmin 3. donem larvalarin bagirsak hiicreleri iizerindeki genotoksik etkileri
arastiritlmistir. S6z konusu calismada kuyruk momenti, kuyruk yogunlugu ve kuyruk
uzunlugu parametrelerinde doza baglh artis oldugu bildirilmistir (Packiam vd., 2015).
Ayrica daha Once yapilan az sayidaki calismalarda bazi kimyasallarin Drosoplia
melanogaster tiirii izerinde de benzer toksikolojik etkilere neden olduklart COMET
analizleri ile tesipit edilmistir (Gaivao vd., 1999; Kar-Chowdhuri vd., 2001; Nazir vd.,
2003). Bu ¢aligmalara benzer olarak bu ¢alismada da juglon uygulamasina bagl olarak
0,5 ve 1 mg’lik dozlarda kontrol grubuna goére kuyruk yogunlugunda, kuyruk
momentinde ve kuyruk migrasyonunda artis oldugu belirlendi. Ayrica DNA hasarinin, 2
mg’lik juglon dozunda da kontrole gore arttigi, fakat 1 mg’lik doz ile kiyaslandiginda
daha az oldugu tespit edildi.

Bir hiicrede yiiksek miktarda DNA hasar1t meydana geldiginde iki yol mevcuttur.

Hiicre apoptoz mekanizmalarini aktif hale getirerek o6liime gider ya da degisiklige
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ugramis bir genomla hayatta kalir. Hasara karsi toleranstaki artig, yiikksek mutasyon
oranina sahip bir genomla yasamini siirdiirmek anlamina gelmektedir. Bu ¢alismada 0,5
ve 1 mg’lik dozlarda DNA hasarmin kontrol grubuna oranla anlamli seviyede arttigi
goriilmektedir. Bu artis kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,5 mg’lik dozda % 13,75, 1
mg’lik dozda ise % 26,24 oraninda belirlendi. DNA hasarindaki artigin uygulanan dozla
dogru orantili olmayisi, DNA onarim mekanizmalarinin doz artigina bagl olarak daha
etkili islev gosterdigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte hasarin tamamen
onarilamamis olmasi, hiicrelerin yiiksek DNA hasarina sahip bir genomla yasamayi
tercih ettiginin gostergesidir. Bu durum, 1 ve 2 mg’lik dozlar kiyaslandiginda DNA
hasarinda goriilen azalmayi da (% 10,41) agiklamaktadir. Bununla birlikte, 2 mg’lik doz
uygulanan hiicreler i¢in olas1 bir diger mekanizmanin apoptoza giden hiicre sayisindaki
artis oldugu disiintilebilir. Yiiksek diizeyde DNA hasarina sahip hiicrelerin bir
boliimiiniin apoptoza ugramast bir bdliimiiniin ise kalict kromozom hasarlariyla
yasamaya devam etmesi sonucunda 2 mg’lik dozda daha diisiik seviyede DNA hasar1
tespit edilmistir. Bu diisiinceyi mikroniikleus testinden elde edilen sonuclar
desteklemektedir. Bu testten elde edilen sonuglara gére kromozomal hasar doza bagh
olarak artig gostermektedir. Daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen veriler, kiimelenmis
coklu DNA hasarinin zamanla onarimi miimkiin olmayan kromozomal kiriklara
doniistiigiinii ortaya koymaktadir (Asaithamby ve Chen, 2012). Bununla birlikte 6nceki
calismalarin sonuglari, apoptik hiicrelerin sayisindaki artig ile mikroniikleus testi ile
tespit edilen kromozom hasarindaki artisin dogru orantili oldugunu ortaya koymaktadir

(Simko vd., 1998; Meintieres vd., 2001).

Ekotoksikolojik analizlerde DNA hasarint ve MN olusumunu birlikte analizlemek
genotoksik materyalin uygulandigi canlida zamana ve doza bagli degisimlerin
karsilastirilmasina da olanak saglamaktadir. Boylece bu ¢alismanin kapsaminda MN ve
DNA hasarma ait verilerimizin apoptotik mekanizmalarla olan iligkisinin ileride
yapilacak calismalarla kesinlige kavusturulmasi gerektigi diistiniilebilir. Ayrica bir
fitokimyasal olan juglonun mutajenite ve toksititesi ile ilgili potansiyel ekotoksik
risklerinin degerlendirilmesinde in vitro genotoksisite testlerin biyolojik izlenmesi

faydali olabilir.

Sonug olarak, tez ¢alismasi kapsaminda sunulan bulgular juglonun model bécek

ve depo zararlisi olan biiyiik balmumu giivesi G. mellonella’nin zararli evresi lizerinde
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oksidatif ve genotoksik agidan etkili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle juglonun ya
da ceviz yaprak ve meyvalarindan elde edilen bitki ekstraktlarinin biyopestisit olarak
depo zararlilar1 ile entegre miicadele ¢alismalarinda kullanimi Onerilebilir. Bu amacla
ticari olarak gelistirilmis olan juglon, tez ¢alismas1 ve 2147282 numarali TUBITAK
projesi kapsaminda belirlenen dozlara bagli kalmak kosuluyla balmumu yapimi
sirasinda toz halinde karigim icine katilabilir. Boylece giive ile miicadelede balmumuna
katilan ve kalint1 diizeyi yiiksek olan naftalin ve benzeri kimyasallara gore juglon
kullaniminin daha giivenli olabilecegi diistiniilmektedir. Juglonun bitkisel pestisit olarak
zararli miicadelesinde kullanilabilmesi ile ilgili bir diger alternatif ise saf juglonun bu
calismalarda belirlenen letal dozlara gore ugucu ¢oziiciiler (metanol, etanol, aseton)
icinde siv1 formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve kovanlarin bekletilecegi depolara ya da
bos kovanlara, bali siiziilmiis ve depolanmis c¢ercevelere uygulanmasi olabilir. Ancak
stvi formiilasyon formunda kullanim sonrasinda juglonun kalinti sorunu olmadiginin
belirlenmesi i¢in yeni ¢alismalarin yapilmasini ve ¢oziiclilerin uzaklastirilmasit igin
uygulama alanlarinin havalandirilmasi Onerilebilir. Bu bilgilere ilaveten kullanilacak
juglon iilkemizde de yaygin bulunan Juglans cinsine ait ceviz tiirlerinin yaprak ve
meyvalarindan ekstrakte edilerek ilgili kromotografik analizler ile saflastirilip dogal
iriin olarak da elde edilebilir. Bu ekstraktlarin diger bilesnlerinin de zararli ve yararh
bocekler iizerindeki fizyolojik ve biyokimyasal etkilerinin ileride yapilacak
calismalarda arastirilmasi Onerilmektedir. Boylece calisma kapsaminda elde edilen
bulgular goz 6niinde tutularak saf juglonun veya dogal ekstraklariin biyopestisit olarak
kullanilabilirliliginin kesinlestirilmesi i¢in, kullanim sonrasinda etkinlik siirelerinin ve
kullanim 1zni olan diger pestisitler ile olusabilecek reaksiyonlariin belirlenmesine
yonelik yeni ¢aligsmalarin olusturulmasi gerekmektedir. Ayn1 zamanda tez kapsaminda
yapilan tiim analizlerin ¢evre dostu yeni bitkisel pestisitlerin toksikolojik analizlerinde
G. mellonella tiiriiniin model organizma olarak kullanilmasinin elverisli olacagini, SOD
ve GST aktivitelerindeki degisimlerin ve DNA hasarinin, c¢evresel toksikoloji ve
biyomonitorleme ¢alismalarinda  biyolojik  belirteg  olarak  kullanilabilecegi

Onerilmektedir.
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Bilimsel Kazanimlari:

Depo ve bitki zararlis1 boceklerin kiiltiire edilmesi ve kiiltlir ortami i¢in gereken
ortam kosullarmin olusturulmas: konusunda tecriibelidir. Ozellikle zararhilar ile
miicadelede model organizma olarak kullanilan bal mumu giivesi Galleria

mellonella’nin kiiltiire edilmesinde 7 yillik tecriibesi bulunmaktadir.

Zararl1 boceklerde dogal diigman olarak etki eden parazitoid boceklerin kiiltiire
edilmesi ve kiiltliir ortam1 i¢in gereken ortam kosullarinin olusturulmasi konusunda
tecriibelidir. Ozellikle zararhlar ile miicadelede model organizma olarak kullanilan bal
mumu giivesi Galleria mellonella’ya karsi biyolojik diisman olan Pimpla

turionellae’nin kiiltiire edilmesinde 7 yillik tecriibesi bulunmaktadir.

Canli kiltiiriin yetistirilmesinde canliya uygun ortam kosullarmin saglandig
IKLIM ODASI’'nin kurulmasinda; sicaklik, nem ve fotoperiyot kosullarinimn takibinde
kullanilan elektrikli  kontrol panolarimin ayarlanmasinda; kontrol panellerinin
bilgisayarl1 ortamda uzaktan takip edilmesi ve kayit altina alinmasinda kullanilan OPIK

sisteminin egitiminde tecriibesi bulunmaktadir.

Ekolojik ya da biyolojik olarak 6nemli bir ajanin model organizma iizerinde
biyokimyasal ve molekiiler etkilerinin belirlenmesi konusunda deneylerin
tasarlanmasi; deney siiresince canliya ait biyolojik verilerin elde edilmesi; elde edilen
veriler ile letal 6liim dozu ve lethal 6liim zamanlarinin istatistiki yontemler (SPSS;

Probit Analizi) ile belirlenmesi konusunda tecriibelidir.

Model organizma {izerinde oksidatif stres markerlarmin belirlenmesinde

antioksidant enzim analizlerinin gerceklestirilmesi konusunda deneysel siireglerde
kullanilan cihazlar (Spectra Max M2, BIO-TEK Marka EPOCH Elisa Okuyucu ve

Gen5 Programi, Shimadzu UV), uygulanan metodlar, deney sonuglarinin istatiksel
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analizlerinin yapilmasi (SPSS; T- testi, One-Way ANOVA, Two-Way ANOVA) ile elde

edilen sonuclarin biyolojik ve fizyolojik olarak yorumlanmasi konusunda tecriibelidir.

DNA hasar tespitinin belirlenmesinde kullanilan COMET (Tek Hiicre Jel

Elektroforezi) yontemi ile Mikroniikleus testinin yapilmasi konusunda tecriibelidir.

Molekiiler ¢alismalarda siklikla kullanilan Biyoinformatik, DNA/RNA/protein
izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve gen cogaltilmasi, Agaroz Jel
Elektroforezi, Akrilamid Jel Elektroforezi, Proteinlerin Kkalitatif ve kantitatif
incelenmesi, SDS- PAGE, 2D- Jel Elektroforezi, Western Blot, Histokimyasal
analizler, Kromotografik analizler (HPLC, FPLC, GC), DNA ve protein dizi analizi

ile bocek ve memeli hiicre kiiltiirii konusunda tecribelidir.

Laboratuvar caligmalarinda deney ortaminin hazirlanmasi, deneysel c¢alismalar
icin gerekli olan makine-techizat, kimyasal ve sarf malzemelerinin proje biitce

kapsaminda belirlenerek alinmasi konusunda tecriibelidir.

Bilimsel arastirma projesinin yazilabilmesi i¢in, hipotez olusturma, amag¢ ve
hedeflerin belirlenmesi, gerekli litaretiir kaynaginin olusturulmasi, deneysel yontemlerin
belirlenmesi, bilitge ve insan kaynagr acisindan projenin yapilabilirliginin
degerlendirilmesi konusunda; projenin gerekli zaman ¢izelgesinde gergeklestirilmesi,
verilen is paketlerine uygun hareket edilmesi ile ara rapor ve kapanis raporlarinin
hazirlanmasi konusunda; proje ¢iktilariin ulusal ve uluslararasi kongrelerde sunumu ile

bilimsel ¢ikt1 (makale) olarak hazirlanmasi konusunda tecriibelidir.

Anadolu Universitesi’nde verilmekte olan zorunlu ders BIY341 Hayvan
Fizyolojisi Laboratuvar: dersi kapsaminda uygulamalarda kullanilan BIOPAC Egitim

Seti ve uygulanan fizyoloji deneyleri konusunda 3 yillik tecriibelidir.

18-27/04/2017 tarihlerinde Belcika, Ghent Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Molekiiler Entomoloji ve Ari1 Patolojisi Laboratuvarinda yiiksek lisans projesi
araciligiyla yapmis oldugu bilimsel ziyaret sonucunda, Comet analizi ile birlikte
laboratuvarda yapilan memeli hiicre kiltiirli, parazitoid zehrinin antienflamatuar
etkisinin belirlenmesine yonelik deneysel analizlerde, zehrin HPLC cihazinda
fraksiyonlanmasinda ve proteomiks konusunda yapilan ¢alismalara da goniillii olarak

katilmis ve bu deneysel yontemler ile ilgili yeni tecriibeler edinmistir.
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Mesleki Beceriler

e Canli bocek kiiltiirii yetistirilmesi ve bakimi

e Bocek hemolenf metabolitlerin (protein, lipit, karbonhidrat) analizi

e Antioksidan enzim analizleri

e Elektoroforez deneyleri (SDS-PAGE, Agaroz Jel Elektroforezi)

e Genotoksitite testleri (Tek Hiicre Jel Elektroforezi (COMET), Mikroniikleus)

e Proteomiks analizi (2D Elektroforez)

e HPLC’de protein analizi

e Bocek ve memeli kiiltiirii teknikleri

e Fizyoloji deneyleri (Elektromiyografi, Elektrokardiyografi, Sinir Fizyoljisi,

Solunum ve Sindirim Deneyleri)
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