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OZET

AZADIRACHTIN’IN Galleria mellonella L. (LEPIDOPTERA:
PYRALIDAE)’DA HEMOSITLER UZERINE ETKIiLERI
YUKSEK LISANS TEZI
DENIZ TASKIRAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. AYLIN ER)
BALIKESIR, SUBAT - 2016

Tez caligmasi kapsaminda bitkisel kaynakli bir insektisit olan azadirachtinin,
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae)’ya topikal olarak uygulanmasinin
bdcekte biyolojik parametrelere, yumurta verimine ve hiicresel bagisiklik tepkilerine
etkileri belirlendi. Biiyiik balmumu giivesi, G. mellonella, 30+5°C ve %60+£5 nispi
nem uygulanarak laboratuvar kosullarinda yetistirildi. Azadirachtin uygulamasi
sonucu LDso degeri 16.564 olarak bulundu ve konsantrasyona bagl 6liim gerceklesti.
Ergin ¢ikis siiresi 100 ppm’de artis gosterirken, ergin yasam siiresi LDso altindaki
dozlarda azalip, daha yiiksek dozlarda etkili degildi.

Azadirachtinin topikal olarak uygulanmasi saglikli yumurta sayisini azaltip,
bozuk yumurta sayisini arttirarak toplam yumurta verimini azaltti. Bununla beraber
50 ppm’den biiyiik dozlarda ergin disiler hi¢ yumurta birakmadi. Tez ¢alismamizda
aynt zamanda azadirachtin uygulamasinin toplam ve farkli hemosit sayilari,
laminarin enjeksiyonunu takiben nodiil olusumu, mitotik indeks ve hemositlerin
yayilma davranigi gibi bagisiklik tepkileri lizerine etkileri belirlendi. Azadirachtin
uygulamasini takiben 24 ve 48 saatlik periyotlarda toplam hemosit sayilarinda
belirgin bir diislis goriildii. Graniilosit sayisindaki azalma ve plazmatosit sayisindaki
artis sadece 100 ppm’de 6nemli bulunurken, prohemosit ve 6nositoid oranlarindaki
degisimler anlamli degildi. Mitotik hemositlerin oranlar1 ise 1000 ve 3000 ppm’de
azalma gosterdi. G. mellonella larvalarinin azadirachtine maruz kalmasi nodiil
sayilarin1 ve hemositlerin yayilma davraniglarin1 tim dozlarda azaltti. Bulgularimiz
entegre zararli yonetiminde kullanilmaya aday olan azadirachtinin, model bocek G.
mellonella’da biyolojik parametrelere ve hiicresel bagisiklik tepkilerine etkilerini ilk
kez ortaya koymaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Galleria mellonella, azadirachtin, yumurta verimi,
toplam hemosit, nodiil olusumu, hiicre yayilmasi.



ABSTRACT

EFFECTS OF AZADIRACHTIN ON HEMOCYTES OF Galleria mellonella L.
(LEPIDOPTERA: PYRALIDAE)
MSC THESIS
DENIiZ TASKIRAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYLIN ER)
BALIKESIR, FEBRUARY 2016

In this paper we investigate whether the botanical insecticide azadirachtin
alters the biological parameters, fecundity, and cellular immune responses of
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) while applied topically on the insect.
The greater wax moth G. mellonella were reared in the laboratory at 30+5°C and
%60=£5 relative humidity. Treatment of azadirachtin gave a LDso of 16.564 ppm and
showed a concentration dependent mortality of last instars. Adult emergence time
dramatically increased at 100 ppm whereas adult longevity decreased at sub-lethal
concentrations but displayed no effects at doses greater than LDso.

Topical application of azadirachtin decreased fecundity associated with the
reduced number of healthy eggs and increased number of defected eggs. Moreover
the adult females laid no eggs at doses >50 ppm. The present study also elucidates
immunosuppressive effects of azadirachtin with respect to total and differential
hemocyte counts, nodule formation following challenge with laminarin as well as
mitotic indices and spreading behavior of hemocytes. Treatment of azadirachtin
elicited a sharp decrease in the number of circulating hemocytes at 24 and 48 h
intervals. The reduction in granulocyte and increase in plasmatocyte ratios were only
significant at 100 ppm whereas no difference were observed in prohemocyte and
oenocytoid ratios. The relative number of mitotic hemocytes also decreased
considerably at 1000 and 3000 ppm. Exposure of G. mellonella larvae to azadirachtin
significantly reduced the number of nodules and the ability of hemocytes to spread at
all doses. These findings demonstrate for the first time that azadirachtin, as a good
candidate for the integrated pest control, has the potency to affect the life table
parameters and cellular immune defense reactions of the model insect, G. mellonella.

KEYWORDS: Galleria mellonella, azadirachtin, fecundity, hemocyte count,
nodule, cell-spreading.
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1. GIRIS

Tarimsal alanlarda verimlilik ve hijyeni olumsuz yonde etkileyen tarim
zararlilariyla miicadele amaciyla pestisit ad1 verilen zehirli kimyasal maddeler
yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bilingsiz pestisit kullanimi, dogada birikmeleri ve
cevreye toksik etkileri nedeniyle hedef organizmalar disinda kalan canlilari da
olumsuz yonde etkilemektedir [1, 2]. Boceklerde, sentetik insektisitlere karsi gelisen
direncin dolden dole aktarilmasi da bu olumsuz etkiyi arttirmaktadir. Bocekler
pestisitlere karsi diren¢ kazansalar da diger canlilar 6zellikle de memeliler gibi
gelismis canlilarda bu tip bir direng gozlenememistir [3]. Bu nedenlerle, pestisitlerin
zararli etkilerinin ortadan kaldirilmasi veya en aza indirilmesi amaciyla kimyasal
kontrol yoOntemlerinin yerini alabilecek biyolojik savas ve dogal organik

insektisitlerin kullanimi tizerindeki ¢alismalar artmistir [4].

Boceklerle miicadele teknikleri; yumurtlamayr Onleyici feromonlarin
kullanimi, kisir boceklerin salinimi ve hormonal kontrol ile gelisimin engellenmesi
gibi yontemleri kapsamaktadir [5]. Ozellikle, 1980 sonrasinda gelismis iilkelerde
“Entegre Zararli Yonetimi (IPM =Integrated Pest Management)” adi altinda yeni bir
yontem ortaya cikmustir [6-9]. Boceklerle entegre miicadele, onlar1 6ldiirmek
amaciyla degil, populasyonlarini belli seviyelere diisiirmek amaciyla yapilmaktadir.
IPM programlarinda kullanilan veya kullanilmaya aday olan insektisitler ¢evreye
zarar vermemelerinden, glines 1s18inda, nemde ve riizgarli hava kosullarinda ¢ok
hizli parcalanmalarindan, insanlara kars1 diistik toksik etkilerinden ve diisiik dozlarda
kullanilmalarindan dolayr sentetik kimyasal pestisitlere nazaran daha giivenli bir

alternatif olarak g6z 6niinde bulundurulmaktadir [10, 11]

Biyopestisitler, US-EPA (Amerika Cevre Koruma Ajansi)’nin yapmis oldugu
smiflandirmada; mikrobiyal pestisitler, biyokimyasal pestisitler ve bitki pestisitleri
olmak {izere {i¢ gruba ayrilir [12]. Giliniimiizde, bitkisel kokenli dogal insektisitler
diinya insektisit pazarinin %]1’ini olusturmakta ve organik tarima yonelimin artmasi

nedeniyle yillik satiglar her sene yaklasik %10-15 oraninda artis géstermektedir [12].



Yapilan caligmalarda degisik bitki tiirlerinin insektisidal 6zellik gdsterdigi rapor
edilmis olmasina ragmen, bunlardan ¢ok az miktariin ticari pestisitlere
dontstiiriildiigiic ve bu {riinlerin  genellikle gelismis iilkelerde kullanildig:
belirtilmektedir [12]. Giiniimiizde zararli kontroliinde kullanilan bitkisel kaynakli
pestisitlerin en ¢ok kabul goreni Azadirachta indica A. Juss. bitkisinden elde edilen,
tetranotriterpenoid yapisindaki neem ekstraktlaridir [13]. Birgok tilkede Indian lilac
olarak bilinen neem agaci, A. indica yaklasik 30 yildir bilinen, entomologlarin ve
bitki kimyacilarinin ilgisini ¢eken dogal bir insektisit kaynagidir [14, 15]. A. indica
Hindistan, Pakistan, Endonezya ve Afrika’nin bazi kisimlarinda yaygin olarak
bulunan, ¢abuk yetisen ve herdem yesil subtropikal bir agactir [16]. Ulkemizde ise
Izmir, Adana ve Hatay yoresinde Kkiiltiire alinarak park ve bahgcelerde
yetistirilmektedir [17]. A. indica, icerdigi meliantriol, sallanin ve azadirachtin gibi
maddeler nedeniyle bocekler tarafindan sevilmeyen ve istenmeyen bir bitki tiiriidiir
[16]. Azadirachtin (Sekil 1.1), ilk olarak 1971 yilinda Butterworth ve Morgan
tarafindan izole edilmis dogal bir insektisittir [15, 18]. Azadirachtin, A. indica yaprak
veya kabuklarinin kurutulmas: ile toz halinde, meyve veya tohumdan terpenoid
yapida ekstrakt olarak veya tohum ve tohum kabugundan yag formunda elde
edilmektedir [19]. Azadirachtin insan, hayvan ve c¢evre agisindan son derece
giivenilir bir madde olarak nitelendirildigi i¢in organik tarimda kullanilabilecek

iriinler arasinda yer almaktadir [20].

Sekil 1.1: Azadirachtinin kimyasal yapisi.

Yapilan ¢alismalarda azadirachtinin, zararli bocek tiirlerine kars1 uzaklastirici,
beslenme oOnleyici, lireme ve yumurta verimliligini azaltici etkisi belirtilmistir.
Ayrica azadirachtinin birgok bocek tiirlinde gomlek degistirmede anormallikler,
anormal 6zellikli formlarin olusmasi ve ergin ¢ikisinin engellenmesi gibi etkilerinin

olduguda bildirilmistir [11, 19, 21, 22]. Onemli bir bocek bliylime diizenleyicisi



(IGR) olan azadirachtinin, 30 bocek tiiriinde ovipozisyonu 6nledigi ve 70’in iizerinde

tiirde biiyiime ve tireme kisitlayici etkilerinin oldugu belirlenmistir [23].

Azadirachtinin bocek biliylime diizenleyisi olarak ele alinmasinin en 6nemli
nedeni bdocek endokrin sistemi iizerine olan etkileridir. Boceklerde yapilan bazi
calismalarda, azadirachtinin sinir ve endokrin sisteme etki edip juvenil hormonunun
sentezini engelleyerek gomlek degistirme mekanizmasini bozdugu tespit edilmistir.
[24, 25]. Bunun yaninda ekdizon yani deri degistirme hormonu antagonistidir [26].
Periplenata americana (L.) (Blattodea)’nin son donem nimflerine azadirachtin
enjekte edilerek birkac giin icinde gomlek degistirme olayinda gecikmeler meydana
geldigi bildirilmistir [27]. Locusta migratoria migratoroides (R.-F.) (Orth.:
Acrididae) iizerinde azadirahtinin etkileri incelendiginde dordiincii ve besinci evre
nimflere enjeksiyon ile azadirachtin uygulamasinin gémlek degistirmede durma ve
Olimlere sebep oldugu saptanmistir [28]. Neem yagi ve zenginlestirilmis neem
tohum kabugu ekstraktt uygulanmis Sogatella furcifera, Nephotettix virescens ve
Nilaparvata lugens’de bu ekstraktlarin gomlek degistirmede diizensizlikler,
gelismede yavaslama, nif donemlerinin siirelerinin uzamasi ve doza bagli 6limler

gerceklestirdigi belirlenmistir [29].

Farkli bocek tiirleri ile yapilan ¢alismalarda azadirachtinin en onemli etki
sekillerinden birinin beslenme engelleme oldugu tespit edilmistir. Schistocerca
gregaria (Forsk.) (Ort.. Catantopidae) tizerindeki ¢aligmalarda Neem’in beslenme
engelleyici etkisi ilk kez bulunmustur [30]. Bu 6ncii ¢calisma birgok arastirmaciy1 bu
konuda c¢alismaya yonlendirmistir. Celtiklere %1-15 oraninda neem yagi
emiilsiyonunun uygulandigi c¢alismalarda S. furcifera (Horv.), N. lugens (Stal),
(Hom.: Delphacidae) ve N. virescens (Dist.) (Hom.: Cicadellidae)’in beslenmesinin
onemli Olclide azaldigi belirtilmistir. Azadirachtinin beslenmeyi oOnleyici etkisi
Spodoptera littoralis, S. frugiperda, Spodoptera exempta, Helicoverpa zea, H.
armigera, Trichoplusia ni ve Mamestra brassicae gibi kelebek larvalarinda
gbzlemlenmistir [31]. Neem yaprak tozu uygulamasiyla nohut bitkisi lizerinde
bulunan H. armigera iizerinde benzer sonuglar elde edilmistir [32]. Neem tohumlar1
ve yesil yapraklarindan elde edilen ekstraktlar, Cicer arietinum (nohut) ve Cajanus
cajan bitkilerine uygulandiginda bu bitkiler iizerinden beslenen H. Armigera’da

beslenme engellenmis, fakli gelisim evrelerinde uzamalara ve OGliimlere neden



olmustur [33]. Baska bir calismada doku kiiltiiriinden elde edilen neem
ekstraktlarinin  Oncopeltus fasciatus (Het.: Lygaeidae)’un bir giinlikk 5’inci donem
nimflerinde beslenme engelleyici 6zelligi tespit edilmistir [34]. Azadirachtinin
boceklere etkileri tizerine yapilan bir incelemede azadirachtinin beslenme engelleyici
Ozelligini birgok farkli bocek takimina ait zararl tiirlerde rapor edilmistir [16]. Bu
calismada ayrica neem tiirevlerinin, yararli bir parazitoid tiirii olan Telenomus remus

Nix. (Hym.: Scelionidea)’a olumsuz etkileri olmadigi bildirilmistir [16].

Azadirachtin etken maddeli neem tiirevlerinin yumurtlamayi Onleyici ve
yumurta agilimini engelleyici etkileri bircok farkli bocek tiirleri iizerinde yapilan
calismalarla gozlemlenmistir. Azadirachtinin uygulandigi bitkiler veya diger
ortamlardan Crocidolomia binotalis (Lep.: Pryalidae), S. frugiperda, H. armigera,
Callosobruchus maculatus (F.), C. chinensis (L.) ve C. analis (L.) (Col.: Bruchidae)
disilerinin uzaklastigi ve yumurtlamanin azaldigi saptanmistir [35-37]. Laboratuvar
kosullarinda neem tohumu ekstraktlar1 uygulanan Guava (Psidium guava)
meyvelerine, Bactrocera dorsalis (Dipt.: Tephritidac)’in yumurta birakma
davraniginda isteksizlik olustugu gozlemlenmistir [38]. Yapilan ¢aligmalarda,
azadirachtinin preperatlarinin N. lugens, S. furcifera, N. virescens, Leptinoptarsa
decemlineta Say., ve O. fasciatus tiirlerinde yumurta sayilarini 6nemli oranda
azalttig1 tespit edilmistir [29, 39]. Nasonovia ribisnigri ve Myzus persicae (Hom.:
Aphididae) disilerine 3 giin siireyle %]1°lik neem tohum yagi uygulamasina bagh
olarak yumurta acilimlarinda kontrole oranla madde konsantrasyonuna paralel

azalmalar gézlenmistir [40].

Biitiin bunlarin yaninda neem kokenli bilesiklerin, boceklere toksisitesi,
uzaklastiric1 etkisi ve Uriin kayiplarinin 6nlenilmesinde olusabilen etkisini saptamak
amaciyla kiiciik olcekli tarla denemeleri de yapilmistir. Azadirachtin, lahana ve
karnabahar gibi sebzeleri Mamestra brassicae, Pieris rapae ve Plutella xylostella
gibi Lepidoptera takimina bagli zararh tiirlerin olusturdugu zararlardan korumustur.
Bununla beraber larvalarin aniden 6lmedigi, bitki lizerinde oldukca az beslendigi
veya hi¢ beslenmedigi saptanmistir [41]. Neem tohum tozu ve neem yaginin,
Tribolium confusum ve Sitophilus zemays iizerinde uzaklastirici etkiye sahip
olduklar1 ve larva 6liimlerinden dolayr T. confusum’da ergin olusumunun 6nemli

oranda azaldig1 belirtilmis ve ayni sekilde neem yag1 ve azadirachtin ile ilaglanmis



jut c¢uvallarinin Tribolium spp. ve Sitophilus spp. gibi zararlilarin depolanmis

tiriinlere saldirmasini aylarca 6nledigi saptanmistir [42].

Son zamanlarda neem tiirevlerinin ev zararlilariyla insan hastaliklarini tasiyan
vektorlere karsi etkileri konusunda arastirmalar artmistir. Hamam bocekleriyle
yapilan c¢alismalar bu konuda olduk¢a timit vaad eden sonuglar vermistir.
Insektisitlere olduk¢a dayanikli ve duyarli Blattidae germanica irklarinda
azadirachtin, beslenme davranislarin1  degistirerek ve  endokrin  sistemi

diizensizlestirerek etkili olmustur [43].

Bocegin fizikokimyasal bariyerlerini asip viicut boslugu icerisine giren
patojen ve parazitler, bocegin kendinden olmayani algilamasi sonucu bagisiklik
tepkileriyle karst karsiya kalmaktadirlar. Boceklerde bagisiklik sistemi humoral
bagisiklik ve hiicresel bagisiklik olmak tizere iki kisimda ele alinmaktadir [44].
Humoral savunma silirecinde 1ii¢c tip reaksiyon gerceklesmektedir. Bunlar
melanizasyon, hemolenfin pihtilagmasi ve antimikrobiyal peptidlerin sentezidir [45].
Siyah pigment melanin olusumu serin proteazlarla aktif formuna doniisen
fenoloksidaz enzimi ile gergeklesir [46].  Inaktif proenzim profenoloksidaz
hemositlerde sentezlenir ve hiicrelerin patlamasiyla ortama salindiktan sonra
kutikiilaya gonderilir veya yaralanma bdolgesinin etrafinda ya da enkapsiile olmus
parazitlerin etrafinda birikir [45]. Aktive olmus fenoloksidazlar hemolenfte bulunan
fenolik substratlardan kinonlar1 olustururlar ve bu bilesikler gerekli yilizeylerde
oligomerlesip melanin olarak birikirler [45]. Melanin olusumunu saglamanin yani
sira ara kinon {Uriinleri hemolenfin pihtilasmasi sonucu hareketsizlesen
mikroorganizmalar1 Oldiirebilecek giigte sitotoksik maddelerdir. Bocek bagisiklik
sistemi ile ilgili calisan bir¢ok arastirici fenoloksidazin pihtilasma ve yara 1yilestirme

slirecinde mitkemmel bir enzim oldugunu savunmaktadirlar [47, 48].

Hiicresel bagisiklik tepkileri ise fagositoz, enkapsiilasyon ve nodiil olusumu
gibi savunma mekanizmalarini gerceklestiren hemositler tarafindan olusturulur
[45,49-54]. Bocek hemositleri tip, morfoloji ve say1 olarak tiirden tiire degisiklik
gosterir ve tanimlanmalarini kolaylagtirmak amaciyla smiflandirma semalar
literatiirde mevcuttur [52, 54, 55]. Morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel
karakterlerine gore, Lepidoptera, Diptera, Orthoptera, Blattaria, Coleoptera,

Hymenoptera, Hemiptera ve Collembola gibi ¢esitli takimlarda tanimlanan en genel
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hemosit tipleri prohemositler, graniilositler, plazmatositler, sferiilositler ve

onositoidlerdir [45, 49, 52, 53, 56].

Prohemositler hemolenfte bulunan en kiigiik hiicrelerdir. Yuvarlak ve oval
sekilde olup biiytikliikleri 4-12 pm kadardir. Prohemositler sitoplazmayi neredeyse
tamamen dolduran, oldukca biiylik bir ¢ekirdege sahiptirler. Endoplazmik retikulum,
golgi aygit1 ve mitokondri gibi organelleri az sayida olan hiicre tipleridir. Sentrioller
ve aktif mikrotiibiiller icerdiklerinden bunlarin aktif mitotik hiicreler oldugu ve diger
hemosit tiplerinin Onciileri oldugu savunulmaktadir [44, 54, 57]. Prohemositlerin
dolagimdaki oranlar1 bocegin fizyolojik ve gelisim durumuna gore degisiklik

gostermektedir ve bu oran %S5 1 gegmez [54, 55].

Plazmatositler boylar1 3 pm’den 40 um’ye kadar ulasabilen ve hemolenfte
dolagim esnasinda yuvarlak veya oval sekilli olabilen polimorf hemositlerdir [54, 55,
58, 59]. Farkli bocek tiirlerinde dolasimdaki toplam hemositlerin % 30-60’1m
olustururlar [57]. Transmisyon elektron mikroskobunda (TEM) birkag yalanci ayak,
pinositik vezikiiller, vakuoller ve poliribozomlar gozlenebilir ve golgi aparati az
gelismistir [53]. Bircok lepidopter tiirlinde plazmatositler graniillerden yoksundur
[53, 60] ancak G. mellonella’da bu hiicreler graniil igerebilir [61]. Yayma
preperatlarda inkiibasyonu takiben birka¢ dakika sonra cam {izerine yapisip yalanci
ayaklar ile yayilabilme ve karakteristik ince ve uzun fibroblast benzeri 6zellikleriyle
diger hemosit tiplerinden kolayca ayirt edilebilmektedirler [53]. Plazmatositler,
fagosite edilemeyecek kadar biiyiik olan yabanci cisimlerin, bakteri topluluklarinin
veya nekrotik melanize olmus materyallerin etrafinda kapsiiller ve nodiiller

olusturabilirler [52, 53].

Graniilositler biiytikliikleri 4-45 um arasinda degisebilen kiiresel veya oval
hiicrelerdir [57]. Graniilositlerin en karakteristik o6zellikleri sitoplazmalarinda
membrana bagli ¢ok sayida graniil icermeleri ve kii¢iik bir ¢ekirdege sahip olmasidir
[52, 53, 55]. Cekirdek yuvarlak veya uzamis ve merkezi yerlesimlidir [58]. TEM’da
ise gelismis graniillii endoplazmik retikulumlari, birgok pinositik vezikiilleri, ince ve
uzun yalanct ayaklari tespit edilmistir [53]. Cok sayida lizozom ve az sayida
mitokondri igerirler [54, 58]. Farkli bocek tiirlerinde grantilositler toplam hemosit
sayisiin % 30-60’1n1 ihtiva ederler ve plazmatositlerle birlikte bir¢ok bocek tiirtinde

en fazla bulunan hemosit tipidirler [55, 58]. Plazmatositler gibi graniilositler de
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yabanci yiizeylere yapisma Ozelliine sahiptirler ve yara iyilestirme ve bagisiklik
tepkilerinde ¢ok oOnemli rolleri olduklari bilinmektedir [54, 55, 58,]. Graniiler
hemositlerin en 06nemli fonksiyonunun fagositoz oldugu bir¢cok c¢alismada
gosterilmistir [60, 62, 63]. Graniiler hemositlerin ayni zamanda kapsiil / nodiil
olusumu sirasinda yabanci cisimlerle ilk temas kuran ve graniiler igerigini disari
veren hiicreler oldugu tespit edilmistir. Bir¢ok arastirici, graniiler hemosit igeriginin
bu sekilde ekzositozunun plazmatositleri o bolgeye ¢ekmekte is gordiigiinii [53] veya
en azindan kapsiil veya nodiil olusumu sirasinda plazmatositlere yardimci olacagini

[64] diistinmektedir.

Onositoidler ¢aplar1 54 pm’yi bulan yuvarlak veya oval sekilli oldukga biiyiik
hiicrelerdir [55, 57]. Cekirdekleri kii¢iik ve merkezi degildir. Stoplazmalar1 oldukca
kompleks yapida ve hemositler igerisinde en biiyiik ebatlara sahip hiicrelerdir. TEM
goriintlilerine gore sitoplazmalarinda birgok serbest ribozom igerirler ancak diger
tipik sitoplazmik organelleri az gelismistir [53, 54, 65]. Baz1 6nositoidler cubuk, igne
veya kristal seklinde sitoplazmik inkliizyonlar igerebilirler. Ornegin Drosophila’da
inkliizyonlarin sekli nedeniyle onositoidler kristal hiicreler olarak adlandirilirlar [54,
66]. Onositoidler toplam hemosit popiilasyonunun % 1-2’sini olustururlar [55] ve
Lepidopterlerde diger hemosit tiplerine kiyasla en biiylik hemositler olduklar
belirtilmistir [54, 58]. Birgok Lepidopter tiirinde hazirlanan preperatlarda
onositoidler oldukg¢a nazik ve in vitroda hemen lizize ugrayan hiicreler olarak goze
carpmaktadirlar [67]. Ancak G. mellonella 6nositoidlerinin daha dayanikli hiicreler
olduklar1 bildirilmistir [55]. Lepidopterlerde bagisiklik sisteminde ve yara
tyilestirmede olduk¢a Onemli rol oynayan hemolenfin koyulasmasindan
(melanizasyon) sorumlu olan fenoloksidaz enzimi bu hemositlerde mevcuttur [60, 68
- 69]. Ashida ve ark. Bombyx mori (L.) (Lepidoptera: Bombycidae)’de
fenoloksidazin oOnositoidler iginde sentezlendigini ve bu hiicrelerin pargalanmasi

sirasinda plazmaya salindigini tespit etmislerdir [69].

Sferiilositler ¢aplar1 5-25 um arasinda degisebilen genellikle yuvarlak veya
oval hiicrelerdir [54, 58]. Dolasimda goriilme sikliklar1 tiim hemosit populasyonu
icinde %5’den azdir [55]. Karakteristik ozellikleri sitoplazmalarini tamamen
doldurup hiicre membraninin gerilmesine neden olan 1,5-3 pum c¢apinda sferiiller

icermeleridir [55]. Sferiillerin histokimyasal analizleri mukopolisakkarit ve



glikomukoprotein icerikte olduklarini gostermektedir [54]. Sitoplazma ayni zamanda
ribozomlar, golgi, lizozomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulum igermektedir
[57]. Baz1 arastiricilar sferiilositlerin ipek iiretimi, melanizasyon, fagositoz ve
pihtilagmanin diizenlenmesinde goérev aldiklarimi savunsalar da sferiilositlerin

bagisiklik sistemindeki fonksiyonlart heniiz net degildir [54, 58, 70].

Boceklerde hiicresel savunma reaksiyonlarinda hemositler temel olarak
fagositoz, nodiil olusumu ve enkapsiilasyonda gorev almaktadirlar [52, 54, 55, 57].
Bu hiicresel savunma tepkilerinde rol alan hemositler plazmatositler ve
graniilositlerken, dnositoidler ise daha 6nce bahsedildigi gibi melanizasyonda gorev

alirlar [57].

Fagositoz boceklerde bakteri, mantar ve viriislere karsi hemositler tarafindan
olusturulan temel bagisiklik tepkisidir. Plazmatositler ve graniilositler fagositozdan

sorumlu baslica hemositlerdir [52, 54].

Fagositozun baslamasi, organizmanin disaridan viicuda giren yabanci
maddeyi algilamasi ile baglar [54, 71]. Organizmanin kendinden olmayani hemositler
tarafindan algilanmasi, yabanci organizma tizerindeki peptidoglikan, lipopolisakkarit
ve 1.3-glukanlar gibi yiizey molekiillerinin taninmasi veya ornek tanima proteinleri
(opsoninler) ad1 verilen ve fagosite edilecek partikiilii hiicresel saldir1 i¢in isaretleyen
proteinler yardimi ile meydana gelmektedir [52]. Yabanci organizmanin taninmasiyla
fagositoz basamaklar1 organizmaya yapisma ile baslar ve organizmanin igeri alinmasi
i¢in sinyal iletiminin baglamasi, yalanci ayaklarin olusumu, yabanci maddenin igeri
alinmasi1 ve fagozom denilen vezikiiller igerisinde ayristirilmasi ile tamamlanir [52].
Bu basamaklarin gergeklesmesinin ardindan sindirim enzimleri igeren lizozomlar

fagozomlarla birleserek igeri alinan yabanci partikiillerin pargalanmasini saglarlar

[72].

Nodiiller, fazla sayida yabanci partikiilin etrafinda bulunan, genellikle
melanize olmus nekrotik bir merkeze sahip olan hiicre disi pihtt ve hemosit
agregatlaridir [54, 55]. Boceklerde nodiiller yiiksek konsantrasyonlarda cansiz
maddelere karsi olabildigi gibi bakteri, fungal sporlar, maya hiicreleri ve
protozoonlara kars1 da meydana gelebilmektedir. G. mellonella ve Pieris brassicae

(L.) (Lepidoptera: Pieridae) ile yapilan calismalarda yiiksek dozlarda bakteri
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miidahalesini takiben nodiil olusumunun ilk asamasinin hemosit ve mikroorganizma
kiimeleri olusumu oldugu belirtilmistir [73]. Bakteriyle temasin ardindan
graniilositler i¢erisinde bulunan graniiller sismeye bagslar, hiicre disina go¢ erdeler ve
bakterilerin tutunmasini saglayan yapiskan bir maddeyi hemolenfe birakirlar. Bu
durum bakteri ve hemositlerin hiicre dis1 matrikste gdmiilmesini saglar. Nodiil
genisledikce graniilositler degraniilasyona devam ederler ve nodiil sikilastikca
yakalanan bakterilerin etrafinda melanin birikimi olur. Nodiil olusumu baslamasini
takiben 2-4 saat sonra plazmatositler nodiiliin etrafinda toplanmaya baslar. Nodiil
olusumu yaklagik 24 saatte tamamlanir ve nodillerin etrafi yassilagmis
plazmatositlerle ¢evrilmis olur. Bakteriler ve graniilosit kalintilar1 igeren melanize
olmus bir merkeze sahip olurlar [57, 73]. Nodiil olusumunda rol alan temel
hemositler graniilositler ve plazmatositlerdir. Ancak, baz1 aragtirmacilar
melanizasyonda rol oynayan profenoloksidaz icermesi nedeniyle Onositoidlerin de

nodiil olusumunda rol aldiklarin1 savunmaktadirlar [74, 75].

Hemosit aracili enkapsiilasyon bocek hemositlerinin kendilerinden daha iri
yapidaki yabanci maddelere karsi olusturduklari bagisiklik sisteminin en Onemli
unsurlarindan bir tanesidir [54, 76, 77]. Bu tepki yabanci patojenin kendinden
olmayan olarak algilanmasi ve bunun etrafinda cok yogun yassilasmis hemosit
tabakalarinin olugmasidir. Bu hemosit tabakalarindaki kismi veya tam melanizasyon

sonucu patojenin dldiiriilmesi seklinde tanimlanmaktadir [49].

Enkapsiilasyon hemositlerin rastgele hareketlerle veya dogrudan kemotaksisle
yabanci maddeyle temas kurmasiyla baglar ve daha sonra graniilositler bu yabanci
olarak algilanan nesneye tutunarak degraniilasyon baslatilir. Degraniilasyon sonucu
graniilositlerden salgilanan graniiller yabanci maddeye ve diger hemositlere tutunur,
ardindan diger graniilositler ve plazmatositler enkapsiilasyonun oldugu boélgeye
dogru cekilir. Cekilen plazmatositler kapsiil etrafinda yass1 bir hiicre tabakasi
olusturur. Hiicreler aras1 bosluklar doldurulup ilk yapisan graniiler hiicreler
parcalanarak kapsiiliin etrafi ince bir graniilosit tabakasiyla kaplar. Son olarak da

kapsiil melanize olur [52, 78].

Boceklerde immiin sistem diger bircok sistemle iligkili olmakla birlikte dis
ortamdan uygulanan sicaklik degisimleri, insektisit veya bitkisel kaynakl

uygulamalar gibi cevresel faktorlere karsi oldukca duyarhidir [79]. Bu nedenle
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boceklerde immiin  fonksiyon, biyopestisitlerin = sistemik toksik etkilerinin
belirlenmesinde etkili bir biyobelirteg olarak kullanilabilir. Bunun yaninda
biyopestisit uygulamasina bagli olarak baskilanacak olan bocek immiin sistemi,
bocegin hangi evrede enfeksiyona daha agik olacaginin gostergesi olabilir. Bu durum
mikrobiyal pestisitlerin diger biyopestisitlerle birlikte kullanilmas1 gereken
durumlarda bocegin zayiflatilmis bagisiklik sistemine bagli olarak zamanlamanin
dogru yapilmasina katki saglayacaktir. Azadirachtin bocekler lizerinde iyi bilinenen
tim etkilerinin yaninda bocek bagisiklik sistemini de etkiliyor olabilir. Ancak bu
konuda literatiirde ¢ok az sayida c¢alisma mevcuttur.  Yapilan c¢alismalar
azadirachtinin Rhodnius prolixus Stal. (Hemiptera:Reduviidae) [80]. S. litura [81] ve
S. littoralis [82] tiirlerinde humoral ve hiicresel bagisiklik tepkilerini 6nemli oranda

etkiledigini gostermistir.

Galleria mellonella bircok fizyolojik, immunolojik ve biyokimyasal
caligmalarda kullanilan model bir bocek tiirtidiir [83, 84]. Calismamizda model tiir
olarak kullanilan biiyiik balmumu giivesi (G. mellonella) bal arilarinin (A. mellifera)
ekonomik zararlilarindandir. Aricilik yapilan, 6zellikle diisiik rakimli, 1liman iklim
bolgelerinde yaygin olarak bulunurlar [85] ve tiim diinyada aricilarin peteklerini

onlardan korumada zorluklar yasadigi 6nemli bir zararli olarak taninmaktadirlar [86].

Sistematikteki Yeri

Alem : Animalia

Sube : Arthropoda

Familya . Insecta

Takim . Lepidoptera

Ust Familya : Pyralidea

Alt Familya : Galleriinae

Cins - Galleria Fabricius (1798)

Tiir : Galleria mellonella (Linnaeus 1758)

Genellikle depolanan kabartilmig peteklerin orta taban kisminda biiyiik
tiineller acip yikinti ve dokiintiiler meydana getirerek zararli olurlar [87] ve bu
tahribat petegin tekrar kullanilma sansini ortadan kaldirmaktadir [88, 89]. Aricilar,
larvalarin kovana zarar vermelerini engellemek icin genellikle zehirli kimyasallar

(pestisitler) kullanmaktadirlar.
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Zararl1 boceklerle etkin sekilde miicadele i¢in o tiiriin biyolojisi, yayilist ve
zarar seklinin yaninda larval gelisim siirecinin ve larval bagisiklik tepkilerinin
bilinmesi de son derece Onemlidir. Cilinkii kimyasal ve organik insektisitler,
boceklerde oncelikle bagisiklik sistemini ve buna bagli olarak da larval gelisim
stirecini etkilemektedir. Bu ¢alismada azadirachtinin degisik dozlarmin G. mellonella
son evre larvalari {izerindeki etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. G. mellonella
son evre larvasina topikal olarak uygulanan azadirachtinin bdcegin biyolojik
Ozelliklerine, yumurta verimine ve hiicresel bagisiklik tepkilerine etkileri tez
kapsaminda arastirilmigtir. Bu sayede ele gecen bulgularin zararli bdcek

micadelesinde kullanilabilmesi umut edilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 G. mellonella Stok Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Azadiractinin farkli konsantrasyonlarinin G. mellonella’nin gelisim biyolojisi
ve hemositleri lizerine olan etkilerinin arastirildig: calismada biiyiik balmumu giivesi
model bécek olarak kullanildi. G. mellonella’nin laboratuar siiksesif kiiltiirlerinin
kaynagini, arastirma laboratuarimizda bulunan ve iginde G. mellonella’ya ait larva,
pup ve erginlerin bulundugu ¢ekirdek kiiltiir olusturdu. Bu larva, pup ve erginler
birarada, balsiz kuru siyahlasmis petek igeren, agz1 hava sirkiillasyonunu
onlemeyecek sekilde bez ile kapatilmis, cesitli hacimlerdeki cam kavanozlara
konuldu. Kavanozlar bireylerin verimli tliremelerini saglamak ic¢in fotoperiyot
uygulanmayan 30+5°C sicaklik ve yaklasik %60+5 nem oranina sahip bir etiiv
igerisine konularak G. mellonella stok kiiltiirti olusturuldu (Sekil 2.1).

Sekil 2.2: Balsiz kuru siyahlagmis petek.
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Laboratuvarda siiksesif kiiltiiriiniin devamlilig1 i¢in kavanozlara populasyon
yogunluguna bagli olarak azalan konak besinini karsilamak i¢in zaman zaman yeterli
miktarda balsiz kuru siyahlagsmis petek ilave edildi (Sekil 2.2).Siiksesif konak
kiltlirlerini kurma islemine, hem kiiltliriin devamini saglamak hem de deneylerde
kullanilacak son evre larvalarini verecek erginleri elde etmek i¢in deneyler boyunca

devam edildi.

2.2 Azadirachtin

Azadirachtin (AZA), A. indica A. Juss bitkisinin tohumlarindan ekstrakte
edilen etkili bir bilesen ve primer yapili toksik bir maddedir (Sekil 2.3). Azadirachtin
etkili maddesine sahip neem extraktlari, zararli bocek tiirlerine karsi uzaklastirici,
toksik ve biiyiime diizenleyici, yumurtlamay1 azaltici, beslenme engelleyici etkilere
sahiptir. Dogal diismanlara ve faydali boceklere karsi toksik etkisi ¢ok azdir. Bilinen
mutajenik etkisi yoktur ve dayaniklilik gelistirme daha yavas olmaktadir. Ozellikle
bal arist A. mellifera’ya kars1 toksitesi olduke¢a diisiik diizeyde oldugu bilinmektedir
[14, 40, 90-95].

Azadirachtin

Sekil 2.3: Azadirachtinin molekiil yapisi.

Etken Madde: Azadirachtin

Deneysel Formiilii: Css Has O16

Molekiil Agirligi: 720

Kimyasal Ailesi: Tetranortriperpernoids
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Calismalarimizda kullandigimiz NeemAZAL T/S, %1 (10000 ppm
Azadirachtin) Trifolio M GmbH isimli Alman sirketi tarafindan gelistirilmis olan
ruhsatli dogal bir insektisittir. Bu ¢alismada ticari preparat olan NeemAZAL T/S

kullanilmustir.

2.3  Azadirachtin Dozlarinin Belirlenmesi ve Uygulamasi

2.3.1 Toksisite

Azadirachtine bagli olarak G. mellonella’da gelisim biyolojisinin nasil
etkilendigini ve hemositlerdeki degisimi gozleyebilmek i¢in doz araligi belirleme 6n
caligmalar1 yapildi. Farkli konsantrasyonlarda azadirachtin uygulamasinin G.
mellonella’da toksik etkisini tespit etmek amaciyla son evre larvalara gesitli
konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 3000 ve 10000 ppm) madde
uygulandi. Uygulama neticesinde maddenin puplagsma ve O6lim oranlarmi nasil
etkiledigi yaklagik 2 aylik siire boyunca herglin gozlemlendi. Probit o6lim
dogrularindan yararlanilarak larval ve pupal olmak iizere sirasiyla LDso ve PDsg
degerleri belirlendi. Calismalarimizda LDsp ve PDsg degerlerinin hem altinda, hem

de tistlinde olan ppm degerleri uygulandi.

2.3.2 Azadirachtin Uygulamasi

7. larval evreye gelen G. mellonella bireylerinin; toraks dorsaline mikropipet
yardimiyla topikal aplikasyon yontemi ile farkli konsantrasyonlarda her bir bireye 5
ul azadirachtin uygulamasi yapildi (Sekil 2.4.). Uygulama yapilan bireyler 60x15
mm Olgiilerde plastik petrilere alinip 304+5°C’ye ayarli (%60+5 nem orani olan)

12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan bir etiiv i¢erisine kondu.

Kontrol gruplarini da her birine 5 pl saf su uygulanan bireyler ve herhangi bir

isleme tabii tutulmayan bireyler olusturdu.
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Sekil 2.4: Topikal aplikasyon.

2.4 Azadirachtinin G.mellonella’min Biyolojisine Etkisi

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 3000 ve 10000 ppm)
azadirachtin uygulanan G.mellonella larvalari 60x15 mm olgiilerde plastik petrilere
alinip 30 £5°C’ye ayarli (%60 £5 nem orani olan) 12:12 oranlarinda fotoperiyot
uygulanan etiiv icerisine kondu ve maddenin gelisim biyolojisine etkilerini

belirlemek amaciyla 55 giin boyunca hergiin i¢in gézlem ¢izelgeleri tutuldu.

2.4.1 Koza Orme Siiresi

Farkli konsantrasyonlardaki azadirachtinin larvalarin koza Orme siiresine
etkilerini belirlemek i¢in her giin ayni saatte petrilerdeki giinlik degisimler takip

edilerek her bireyin koza 6rme siiresi giin olarak belirlendi.
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2.4.2 Puplasma Siiresi

Farkli konsantrasyonlardaki azadirachtinin larvalarin puplagma siiresine
etkilerini belirlemek amaciyla her bir petri igin; her giin ayni saatte giinliikk
degisimler takip edildi. Larvalarin petriye alindig1 andan itibaren pup oluncaya kadar

gecen siire giin olarak hesaplandi.

2.4.3 Pupal Periyot

Farkli konsantrasyonlardaki azadirachtinin larvalarin pup olarak gecirdigi
slireye yani pupal periyota etkilerini belirlemek amaciyla her giin ayni saatte
petrilerdeki giinliik degisimler takip edilerek her bireyin pup olduktan sonra ergin
birey oluncaya kadar gegen siire, yani pup seklinde kaldigi siire giin olarak belirlendi.

2.4.4 Ergin Cikis Siiresi

Azadirachtinin ergin c¢ikis siiresi lizerine etkilerini tespit etmek amaciyla
petriler herglin ayni saatte gozlemlendi. Her bireyin madde uygulandiktan sonra

ergin birey oluncaya kadar ge¢irdigi siire giin olarak belirlendi.

245 Yiizde Puplasma ve Yiizde Erginlesme

Farkl1 konsantrasyonlardaki azadirachtinin larvalarin puplagsma ve erginlesme
yiizdelerine etkilerini belirlemek amaciyla her giin ayni saatte petrilerdeki giinliik
degisimler takip edilerek bireylerin pup ve ergin olup olmama durumlari belirlendi.
Pup olan ve ergin olan bireylerin sayilarina gore ylizde puplasma ve erginlesme

degerleri hesaplandi.
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2.4.6 Ergin Yasam Siiresi

Azadirachtin uygulanan larvalardan erginlesenlerin her giin aymi saatte
petrilerdeki giinliik degisimleri takip edilerek her bireyin ergin olduktan sonra

Oliimiine kadar gecen stireleri belirlendi.

2.4.7 Toplam Yumurta Sayisi

Azadirachtin uygulanmasindan sonra ergin bireyler tespit edildiginde petri
kapaklar1 arasina sargi bezi yerlestirilerek erginlerin bu bezlere yumurta birakmasi
saglandi. 100x70mm oOlgiilere sahip sargi bezleri konulan petriler 30+5°C sicaklik,
%60+5 nem oranina sahip 12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan etiivlerde
muhafaza edildi. Ergin disilerin biraktigi yumurtalar birey &lene kadar hergiin
sayilarak yumurta verimi tespit edildi. Ayrica muntazam bir sekle sahip (kiiresel,
oval) ve seffaf olan yumurtalar normal yumurta olarak , seklinde bozukluk (¢okiintii,
cikint1) gozlemlenen ve koyu lekelenme, renklenme olugsmus yumurtalar ise bozuk

yumurta olarak degerlendirildi.

2.5  Toplam Hemosit Sayilar:

G. mellonella’ya azadirachtin uygulamasinin toplam hemosit sayisina
etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda 100, 500, 1000, 3000 ve 10000 ppm dozlar1 taze
olarak hazirlanip bekletilmeden larvalara topikal aplikasyon yontemiyle toraks
dorsalinden mikropipet yardimiyla uyguland: (Sekil 2.4). Uygulama yapilan bireyler
60x15 mm Olgiilere sahip plastik petrilere alinip uygulama saatleri dolana kadar
30+£5°C sicaklik %60+5 nem oranina sahip 12:12 oranlarinda fotoperiyot uygulanan
etiivlerde muhafaza edildi. Azadirachtin uygulamasindan 24 ve 48 saat sonrasinda

larvalardan hemolenf alinip hemosit sayilar1 belirlendi.

Kontrol gruplarini herhangi bir isleme tabi tutulmamis bireyler ve saf su
uygulanmis larvalar olusturdu. Deney gruplari olusturulurken her bir doz ve kontrol

gruplart i¢in 3 tekrar halinde toplam 15’er larva kullanildu.
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Toplam hemosit sayilarinin belirlenebilmesi igin larvalar birinci arka bacak
tizerinden ince uglu igne (lanset) ile delindi ve 4 pl hemolenf mikrokapiler tiip
(Sigma) yardimiyla alindi. Elde edilen hemolenf 6rnegi buz iizerinde bekletilen ve
icerisinde 36 ul atikoagulant (0,098 M NaOH, 0,186 M NaCl, 0,017 M Na.EDTA ve
0,041 M Sitrik asit, pH = 4,5) bulunan ependorf tiiplerine aktarildi. 1: 10 oraninda
seyreltilmis hiicre siispansiyonu mikropipet yardimiyla birka¢ kez ¢ekilip birakilmak
suretiyle karistirildi ve hiicre siispansiyonundan 10 pl mikropipet ile ¢ekilerek 0,100
mm derinlige sahip Neubauer hemositometresine (Improved Neubauer
Hemocytometer; Superior, Germany) (Sekil 2.5) yiiklendi. Hemositler Olympus
BX51 marka mikroskopta sayildi ve bir mililitre hemolenfteki hemosit sayist olarak

belirlendi.

= _
IMPROVED
NEUBAUER

1/400 5Q. MM

1710 MM deep D-B

Sekil 2.5: Neubauer hemositometre lamu.

Neubauer hemositometresi iizerinde iki farkli sayim alani (Sekil 2.6) bulunan
ve bu saymm alanlarmin bir ¢ukurlukla birbirinden ayrildigi sayma lamidir. Her bir
saymm alaninda koselerde dort tane 1 mm?’lik boliimler (biiyiik kareler) bulunur.
Bunlar 16 tane orta biiyiikliikte kareye ayrilmustir (1/4 x 1/4 = 1/16 mm?). Ortada
bulunan biiyiik kare ise 25 tane orta biiylikliikte kareye ayrilmistir. Orta biiytlikliikteki

karelerin etrafi ¢ift cizgi ile ¢cevrilmistir.

Herbir orta kare de 16 kiiciik kareye boliinmiistir (Sekil 2.6). Boylece,
ortadaki alanda 25 tane orta kare, 400 tane kiiciik kare vardir. Bir kii¢iik karenin alani
1/20 x 1/20 = 1/400 mm?dir. Sayim alam1 disinda kalan kenarlar, sayim alam
yizeyinden 0,1 mm yiiksektir. Sayim alani {izerine hemositometrenin lameli
konulunca, lamel ile sayim alani1 yiizeyi arasinda 0,1 mm'lik bir bosluk kalir. Boylece

lam ve lamel arasinda kalan her karenin hacmi hesaplanabilir:
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En biiyiik (1mm?’lik) karenin hacmi =1 X 1 X 0,1 =0,1 mm?
0,1 mm?® =0,0001 cm® = 0,0001 ml’dir.

Deney gruplarimizda hemositometre laminin orta kisminda bulunan, 25 orta
bliyiikliikte kareye ayrilmis ve her bir orta karenin de 16 kiigiik kareye boliindigi 1
mm?’lik biiyiik karenin tamami sayilarak toplam hemosit sayilar1 belirlendi.
Mililitredeki toplam hemosit sayisinin hesaplanmasi igin asagidaki formiilden

yararlanildi:

Hiicre sayis1 / ml = Biiyiik karede sayilan hiicre sayis1 x Sulandirma katsayis1 x 10*

[ R 1 P—

O.Z5 mm.

Sekil 2.6: Neubauer hemositometresi sayim alani.

2.6  Farkh Hemosit Sayilari

Azadirachtinin  G. mellonella’ da farkli hemosit sayilarina etkilerinin
belirlendigi ¢alismada 100, 1000 ve 3000 ppm dozlar1 larvalara topikal aplikasyon
yontemi ile uygulandi. Bireyler 60x15 mm odlgiilere sahip plastik petrilere alinip
uygulama saatleri dolana kadar 30+5°C sicaklik %60+5 nem oranina sahip 12:12

oranlarinda fotoperiyot uygulanan etiivlerde muhafaza edildi.

Doz uygulamasimi takiben 24 saat sonrasinda yukarida belirtildigi gibi

larvalardan hemolenf alinarak buz iizerinde bekletilen ve igerisinde 20 ul PBS
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bulunan ependorf tiiplerine aktarildi. 1: 6 oraninda seyreltilmis hiicre siispansiyonu
mikropipet yardimiyla birka¢ kez cekilip birakilmak suretiyle karistirildi ve hiicre
siispansiyonundan 20 pl mikropipet ile ¢ekilerek dnceden alkolle silinen lam {izerine

damlatildu.

Hazirlanan preperatlar nem c¢emberi igerisine alinarak 30°C ye ayarli etiiv
igerisinde 20 dakika bekletildi. Nem ¢emberinden alinan preperat lamelle kapatilarak

Olympus BX51 marka mikroskop altinda farkli hemositler sayildi.

Higbir islem gormeyen bireylerin olusturdugu kontrol grubu ile saf su
uygulanan kontrol gruplar1 ve deney gruplari i¢in hazirlanan preperatlarda rastgele
bes alan belirlenerek hiicre sayilari tespit edildi. Her bir deney ii¢ kez tekrarland1 ve

toplamda dokuzar birey kullanildi.

Farkli hemosit sayilar1 belirlenirken bunun yaninda sayim yapilan alanlardaki
hemositlerden; yayilma davranisi gosteren, mitotik evrede olan ve melanize olan

hiicrelerin de sayilari tespit edildi.

2.7  Nodiilasyon

G. mellonella’da azadirachtin uygulamasinin; bocek bagigikliginin 6nemli bir
unsuru olan hemositlerin nodiilasyon davraniglarina etkisi belirlendi. 100, 1000 ve
3000 ppm olarak belirlenen azadirachtin dozlar1 topikal aplikasyon yontemi ile son
evre larvalara uygulandi. Bireyler 60x15 mm olgiilere sahip plastik petrilere alinarak
laboratuvar kosullarinda (25+5°C sicaklik, %55+5 nem 12:12 fotoperiyot) 24 saat
muhafaza edildi.

Sekil 2.7: Laminarin enjeksiyonu.
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24 saat sonunda ayni bireylere insiilin ignesi araciligiyla, larvanin son ayak
cifti altindan 10 pl laminarin (sigma) enjekte edildi (Sekil 2.7) ve bireyler yine
petrilere alinip ayni1 laboratuvar kosullarinda bekletildi.

Laminarin enjeksiyonundan 24 saat sonra bocekler stereomikroskop altinda
disekte (Sekil 2.8) edilerek bireylerin hemolenfi, yag dokusu veya diger organlarinda
gémiilmis olan nodiiller tespit edildi (Sekil 2.9). Her bir deney li¢ kez tekrarlandi ve

toplamda 15’er larva kullanildi.

Sekil 2.9: Nodiil sayimu.
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2.8  Istatistik

Biitiin deney sonuglarindan elde edilen ortalamalar SPSS 18.0 istatistik
programinda tek yonlii varyans analizleri (ANOVA) ile karsilastirildi. Ortalamalar
aras1 farklar Tukey ger¢ekten anlamli farklilik (Tukey HSD) testleri ile belirlendi.
Veri analizinde SPSS istatistik programi kullanildi. Yiizde olarak verilen tiim
degerler analizlerden o©nce arcsinlis karekokleri alinarak normallestirildi ve
istatistiksel analizlere tabii tutuldu. Ancak, sonuglar yiizde olarak sunuldu. Sonuglar

P<0.05 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulundu.
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3. BULGULAR

3.1 Zehirlilik Testi

Azadirachtin uygulamasinda yaklasik 2 aylik siire sonunda; deneylerde
kullanilacak doz araligini belirlemek ve LDso ile PDso degerlerini hesaplamak igin
probit analizi kullanildi. Buna gore azadirachtinin logaritmasina karsi dlen larvalarin
ve puplasan bireylerin probit degerleri karsilastirilarak farkli LD ve PD degerleri
hesaplandi1 (Tablo 3.1 ve 3.2). Probit 6liim dogrularindan yararlanilarak larval ve
pupal olmak iizere sirastyla LDsp degeri 16.564 ppm, PDsp degeri ise 73,088 ppm
olarak tespit edildi.

Tablo 3. 1: G. mellonella’da AZA uygulamasina bagl LD degerleri.

Uygulanan ]
dd X2 (sd) Egim + SH oldiiriicii Dozlar (ppm) (min.—mak.)
madae

LDso= 16.564 ( 4.517 — 46.428)
LDeo= 29.376 (9.834 — 95.072 )
AZA LD7o= 54.226 (19.987 — 231.529)
LDgo= 111.112 (40.311 — 746.079)
LDgo = 300.493 (93.301 — 4321.345)
LDeo= 3191.307(541.489-354112.773)

50 11.604 1.018+ 0.162

*(AZA: Azadirachtin ; N: toplam birey sayisi; sd: serbestlik derecesi, y=a+bx)

Tablo 3. 2: G. mellonella’da AZA uygulamasina bagl PD degerleri.

Uygulanan )
X2 (sd) Egim + SH oldiiriicii Dozlar (ppm)(Min.-Mak.)
madde
PDso = 73.088 (12.048 — 408.582)
AZA PDeso= 137.270 (29.618 — 1153.562 )

50 22.621 0.926 +0.129

PD7o=269.423 (64.809 — 4189.695 )

PDso=593.166(138.016 — 22255.680)

PDgo = 23842.527 (2136.498— 1.227 E8)

*(AZA: Azadirachtin ; N: toplam birey sayisi; sd: serbestlik derecesi, y=a-+bx)
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3.2  Gelisim Biyolojisi

3.2.1 Koza Orme Siiresi

G. mellonella’da farkli konsantrasyonlarda azadirachtin uygulamasinin koza
Oorme siuresine etkisi Tablo 3.3’de verilmektedir. Koza Orme siresinde; kontrol
gruplaria gore madde uygulanan gruplardan 1 ve 50 ppm’de azalma gozlemlenirken
diger gruplarda yine kontrol gruplarina gore artmalar oldugu gozlemlendi. Bu artma

ve azalmalarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 analizlerle belirlendi (Sekil 3.1)

(F=1.260; df=10, 134; p= 0.260).

Tablo 3. 3: G. mellonella’da AZA nin koza 6rme siiresine etkisi.

AZA (ppm) N

Koza Orme Siiresi (giin)

Min. - Mak. ORTALAMA+SH*
Kontrol 15 2-6 293+ 0.25a
Saf su 15 2-4 2.33+ 0.16a
1 14 2-6 2.64 £ 0.36a
5 11 2-5 3.00+ 0.38a
10 14 2-10 4.00+ 0.67a
50 13 2-4 231+ 0.17a
100 13 2-15 3.38+ 1.02a
500 14 27 3.14+ 0.48a
1000 14 2-18 4.14+ 1.10a
3000 10 2-7 4.00 £ 0.54a
10000 12 2-4 3.00+ 0.17a

*Ayni siitunda (a) ayni harfi tasiyan degerler arasidaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).

* AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata
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SURE (GTN)

~= AZADIRACITITIN (PPM)

Sekil 3.1: Farkli azadirachtin dozlarinda koza 6rme siiresinde goriilen degisimler.

3.2.2 Puplasma Siiresi

Azadirachtin dozlarinin uygulandigi gruplarda (1, 5, 10, 50 ve 100 ppm)
ortalama puplasma stiresi sirastyla 7.64, 7.22, 11.50, 8.15 ve 14.56 olarak hesaplandi
(Tablo 3.4). Deney gruplarn icerisinde puplasma siiresi en kisa kontrol gruplarinda,
en uzun ise 100 ppm’de goriildii. Kontrol gruplarinda puplasma siiresi ortalama 5-10
giin iken madde konsantrasyonu arttikga bu degerler de yaklagik 18 giine ulasti.
Puplagsma siiresinde meydana gelen bu artmalarin istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda onemli oldugu belirlendi (F=12.559; df=6, 82; p=0.000). Ayrica deney
gruplar kendi iginde karsilastirildiginda 1, 5 ve 50 ppm’e gére 100 ppm’de goriilen
artma da istatistiksel olarak anlamliyd: (Sekil 3.2).

Tablo 3. 4: G. mellonella’da AZA’nin puplasma siiresine etkisi.

AZA (ppm) N Puplasma Siiresi (giin)
Min. - Mak. ORTALAMA=+SH"
Kontrol 15 5-10 7.00 £ 0.38a
Saf su 15 4-8 6.20+0.31a
1 14 5-14 7.64£0.63a
5 9 4-17 7.22+1.26a
10 14 4-19 11.50 + 1.27bc
50 13 4-14 8.15+0.72ab
100 9 12 -18 14.56 +0.73¢

*Ayni siitunda (a-c) ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
* AZA,; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.

25



STURE (GTN)

KONTROL  SAFSU 1 5 10 50 100
AZADIRACHTIN (PPM)

Sekil 3.2: Farkli azadirachtin dozlarinda puplagma siiresinde goriilen degisimler.

3.2.3 Pupal Periyot

Azadirachtin dozuna bagli olarak, bireylerin pup olarak kaldig1 siirelerde
gozlemlenen degisimler Tablo 3.5’de verilmektedir. Deney gruplar1 arasinda kontrol
gruplarina gore madde uygulanan gruplarda 1, 10 ve 50 ppm de azalma gériiliirken, 5
ve 100 ppm’de artma oldugu goriildii. Ancak bu artma ve azalmalarin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 analizler sonucunda belirlendi (Sekil 3.3) (F=0.737; df=6,
82; p=0.037).

Tablo 3. 5: G. mellonella’da AZA’nin pupal periyot {izerine etkisi.

AZA (ppm) N Pupal Periyot (giin)
Min. - Mak. ORTALAMA+SH"

Kontrol 15 1-16 8.80 = 0.90a
Saf su 15 1-17 8.47+0.88a

1 14 5-11 7.64 +0.54a

5 9 6-12 9.67 +0.62a

10 14 3-13 7.29+0.67a

50 13 5-13 8.08 = 0.66a

100 9 3-19 8.78 = 1.88a

“Aymni siitunda (a) ayn1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
* AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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KONTROL SAFSU 1 5 10 50 100
AZADIRACHTIN (PPM)

Sekil 3.3: Farkli azadirachtin dozlarinda pupal periyotta goriilen degisimler.

3.2.4 Ergin Cikis Siiresi

Azadirachtin dozuna bagl olarak, ergin c¢ikis siiresinde gozlemlenen
degisimler Tablo 3.6’da verilmektedir. Deney gruplar icerisinde ortalama ergin ¢ikis

stiresi en kisa kontrol grubunda, en uzun ise 100 ppm’de oldugu goriildii.

Farkli azadiractin dozlarinda ergin ¢ikisi; kontrol gruplarinda 7-26 giin
arasinda siirmekteyken azadirachtin uygulanan deney gruplarinda bu siire (1, 5, 10,
50 ve 100 ppm) sirastyla ortalama 15.29, 16.89, 18.79, 16.23 ve 23.33 giine kadar

artma gosterdi.

Azadirachtin uygulanan gruplarda kontrol gruplarina gore gdzlemlenen bu
artmalarin istatistiksel olarak da onemli oldugu analizlerle belirlendi ve deney
gruplar1 kendi arasinda karsilastirildiginda ise 100 ppm’de goriilen artma 1, 5 ve 50
ppm’e gore de anlamliyd: (Sekil 3.4). ( F=5.789; df=6, 82; p =0.000 ).
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Tablo 3. 6: G. mellonella’da AZA’nin ergin ¢ikis siiresine etkisi.

AZA (ppm) N Ergin ¢ikis siiresi (giin)
Min. — Mak. ORTALAMA=+SH"

Kontrol 15 7-26 15.80+ 1.16a
Saf su 15 8-23 14.67 + 0.88a

1 14 12 - 22 15.29 £ 0.81a

5 9 13 -26 16.89 £ 1.25a

10 14 14 - 25 18.79+ 1.01ab

50 13 12 - 22 16.23 + 1.08a

100 9 17-34 23.33+ 1.94b

*Ayni siitunda (a-b) aym harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.

SURE (GUN)
>

KONTROL SAFSU 1 5 10 50 100
AZADIRACHTIN (PPM)

Sekil 3.4: Farkli azadirachtin dozlarinda ergin ¢ikis siiresinde goriilen degisimler.

3.2.5 Yiizde Puplasma ve Yiizde Erginlesme

Fakli azadirachtin konsantrasyonlarinin G.mellonella’da puplasma ve
erginlesme yiizdeleri {izerine etkileri Tablo 3.7°de verilmektedir. Kontrol gruplarinda
biitiin bireyler pup olusturdu ancak madde konsantrasyonuna paralel olarak puplagsma
oranlarinda azalma gdzlemlenmistir.Ayn1 sekilde erginlesme yiizdeleri tablodan

incelendiginde kontrol gruplarina gére madde konsantrasyonu uygulanan gruplarda
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erginlesen birey sayist azalma gosterdi (Sekil 3.5-3.6). Verilerin istatistiksel
analizleri yapildiginda puplasma ve erginlesme yiizdelerinde olusan bu azalmalar
anlamli bulunmadi (Puplasma: F= 2.740 , df= 6, 14 , p= 0.056; Erginlesme: F=
1.747, df=6, 13, p=0.188).

120

= KONTROL
100 | A" % : mSAFSU

5 a =1

< 30 : ms

7

z =10

= 60 50

N =100

E 40

[=a]

PUPLASMA ERGINLESME

DOZLAR (PPM)

Sekil 3.5: Yiizde puplasma ve yiizde erginlesme icin farkli azadirachtin dozlarinin
karsilastirilarak gosterilmesi.

Tablo 3. 7: G. mellonella’da AZA’ nin puplagma ve erginlesme yiizdelerine etkisi.

"AZA  Puplasma Yiizdesi (%)  Erginlesme Yiizdesi (%)
(ppm) Min.—Mak. ORTALAMA  Min.— Mak. ORTALAMA
Kontrol 100 - 100 100a 80— 100 86.67a
Saf su 100 - 100 100a 80— 100 86.67a
1 80 - 100 93.33a 80— 100 86.67a
5 20 - 100 60a 20— 100 60a
10 80— 100 93.33a 20— 60 46.67a
50 80— 100 86.67a 40 — 80 66.67a
100 40 — 80 60a 20— 40 30a
500
1000
3000
10000

*Ayni siitunda (a) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemsizdir (P>0.05).
* AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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Sekil 3.6: Farkli azadirachtin dozlarinda yiizde puplasma ve yiizde erginlesmede
goriilen degisimler.

3.2.6 Ergin Yasam Siiresi

Uygulanan farkli azadirachtin konsantrasyonlarinin ergin yasam uzunluguna
etkileri tablo 3.8”de verilmektedir. Tablo incelendiginde, kontrol grubunda bireylerin

yasam sliresi minimum 3, maksimum 21, ortalama 9.45 giin oldugu goriilmektedir.

Buna karsilik madde uygulanan gruplardan 1 ppm’de minimum 1, maksimum
7, ortalama 4.15 gilin, 5 ppm’de minimum 4, maksimum 7, ortalama 4.80 giin, 10
ppm’de minimum 3, maksimum 5, ortalama 4.17 giin, 50 ppm’de minimum 4,
maksimum 7, ortalama 5.50 giin ve 500 ppm’de minimum 6, maksimum 10,

ortalama 7.67 giin oldgu goriilmektedir (Sekil 3.7).

Kontrol gruplarina goére farkli konsantrasyonlarda madde wuygulanan
gruplarda ergin yasam siiresinde azalmalar gdzlemlendi. Istatistiksel analizlerle

kontrol gruplarma goére 1, 5 ve 10 ppm’de goriilen azalmalarin 6nemli oldugu
belirlendi (F=6.254; df= 6, 59; p= 0.000).
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Tablo 3. 8: G. mellonella’da AZA’ nin ergin yasam siiresine etkisi.

AZA (ppm) N Ergin yasam siiresi (giin)
Min. - Mak. ORTALAMA+SH"

Kontrol 11 3-21 945+ 1.4la
Saf su 13 3-13 7.92 £ 0.94ab

1 13 1-7 415+ 0.41b

5 10 4-7 4.80 + 0.36b

10 6 3-5 417+ 0.31b
50 10 4-7 5.50 + 0.34ab
100 3 6-10 7.67 £ 1.20ab

*Ayni siitunda (a-b) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
* AZA,; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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ab ab
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KONTROL SAFSU 1 5 10 50 100
AZADIRACHTIN (PPM)

Sekil 3.7: Farkli azadirachtin dozlarinda ergin yasam siiresinde goriilen degisimler.

3.2.7 Yumurta Sayilar

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10 ve 50 ppm) uygulanan azadirachtinin G.

mellonella bireylerindeki toplam yumurta sayilarinda kontrol gruplarina gére azalma
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oldugu Tablo 3.9°da agikga goriilmektedir. Kontrol gruplarinda ortalama 256,75 olan
yumurta sayilari 1 ppm’de 176.00’ya, 5 ppm’de; 70.50’ye, 10 ppm’de; 87.80’e ve 50
ppm’de ise; 139.87’ye kadar diistii (Tablo 3.9 ve 3.11). istatistiksel analizlerle bu
azalmalarin 6nemli oldugu belirlendi (F= 25.690; df=5, 38; p= 0.000) (Sekil 3.8 ve
3.9).

Tablo 3. 9: G. mellonella’da AZA’nin toplam yumurta sayilarina etkisi.

AZA
Toplam Yumurta Sayisi
(Ppm)
Min. — Mak. Ortalama = SH”
Kontrol 8 200 - 318 256.75+ 17.39a
Saf su 8 96 - 170 131.12 £ 10.14bc
1 9 122 - 198 176.00 = 7.75b
5 6 41 -103 70.50 + 10.36d
10 5 47 - 184 87.80 + 24.84cd
50 8 109 - 183 139.87 £ 8.65bc

*Ayni siitunda (a-b) aym harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.

300 m Toplamyunurta
a a say1s1
250 - I Normal yumurta
== say 151
® Bozuk yumurta
= 200 - b SayIs1
=)
&) b be
= 150 be 4,
= I
£ I o be
100 - } I
cd
d ab b
50 ab I, ab I

KONTROL SAFsSU 1 5 10 50

DOZLAR (PPM)

Sekil 3.8: Farkli azadirachtin dozlarinda yumurta sayilarinda goriilen degisimler.

Yumurta verimi gozlemlerinde, toplam yumurta sayimlar1 yapilirken normal
ve bozuk yumurta sayilarinda olusan farkliliklar da Tablo 3.10°da verilmistir.
Kontrol gruplarinda normal yumurta sayis1 ortalama 254.25 iken bozuk yumurta

sayis1 ortalama 2.50 kadard1 (Tablo 3.11).
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Madde konsantrasyonuna bagli olarak bu rakamlar, 1 ppm de normal yumurta
sayist; 142.22, bozuk yumurta sayisi 33.78, 5 ppm de normal yumurta sayisi; 43.66,
bozuk yumurta sayisi; 26.83, 10 ppm de normal yumurta sayisi; 58.60, bozuk
yumurta sayisi; 29.20 ve 50 ppm de normal yumurta sayisi; 97.00, bozuk yumurta
sayist; 42.88 olarak degisim gosterdi (Tablo 3.10 ve 3.11).

Istatistiksel olarak normal yumurta sayilarinda gdzlemlenen azalmanin ve
bozuk yumurtalarda belirlenen artmanin énemli oldugu analizlerle saptandi (normal
yumurta sayisi: F= 37.116; df=5, 38; p= 0.000, bozuk yumurta sayisi: F = 5.26; df=
5, 38; p=0.001)(Sekil 3.8 ve 3.9).

Tablo 3. 10: G. mellonella’da AZA’nin normal ve bozuk yumurta sayilarina etkisi.

AZA(ppm) N Normal Yumurta Bozuk Yumurta

Min - Mak Ortalama= SH” Min - Mak Ortalama + SH”

Kontrol 199 - 318 254.25+17.79a 0-11 2.50+1.38a

Saf su 83 - 164 127.12+10.57b 0-13 4.00 £ 1.64a
1 85-176 142.22+10.07b 13 -67 33.78 £ 5.67ab
5 22 -64 43.66 £ 6.87d 13-63 26.83 + 7.43ab
10 33-91 58.60 +£9.51cd 4-93 29.20+ 16.70ab
50 72 - 166 97.00+ 11.35bc 0-89 42.88 +£10.10b

*Ayni siitunda (a-d) aym harfi tasiyan degerler arasmdaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
* AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.

B KONTROL
ESAFSU

1] PPM
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u50PPM

200 -

150 -

100 -

50 4

YUMURTA SAYISI (ADET)

Toplam Yumurta Normal Yumurta Bozuk Yumurta

YUMURTA TiPLERI

Sekil 3.9: Farkli azadirachtin dozlarinin yumurta sayilar1 agisindan karsilastirilarak
gosterilmesi.
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Tablo 3. 11: G. mellonella’da AZA’nin yumurta sayilarina etkisi.

AZA(ppm) N Toplam Yumurta Sayisi Normal yumurta Bozuk Yumurta sayisi
Min. — Mak. Ortalama + SH” Min. — Mak. Ortalama + SH” Min. — Mak. Ortalama+SH"
Kontrol 8 200318 256.75+ 17.39%a 199 — 318 254,25+ 17.79a 0-11 2.50+1.38a
Saf su 8 96 — 170 131.12+ 0.14bc 83-164 127.12+10.57b 0-13 4.00+1.64a
1 9 122 -198 176.00 + 7.75b 85-176 142.22+10.07b 13 -67 33.78+5.67ab
5 6 41-103 70.50 + 10.36d 22 - 64 43.66 + 6.87d 13-63 26.83+7.43ab
10 5 47 -184 87.80 + 24.84cd 33-91 58.60 £9.51cd 4-93 29.20+16.70ab
50 8 109 - 183 139.87+ 8.65bc 72 - 166 97.00+ 1.35bc 0-89 42.88+10.10b

“Aym siitunda (a-d) ayn harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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3.3 Hemosit Sayilari

3.3.1 Toplam Hemosit Sayilari

Yiiksek konsantrasyonlarda uygulanan azadirachtinin G.mellonella’nin
toplam hemosit sayisina etkileri 24 saatlik ve 48 saatlik deney periyodu sonunda

belirlenerek Tablo 3.12 ve Sekil 3.10 - 3.11°de gosterilmistir.

24 saatlik deney periyodu sonunda kontrol grubunda 26.45x10° olan
toplam hemosit sayis1 ¢oziicii olan saf su kontrol grubunda ve denenen tiim
konsantrasyonlarda, kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide azaldi (24saat; F=26.049,
df=6, 98, p= 0.000). Bu azalmalar madde konsantrasyon artigina paralel olarak
gerceklesti ve en yiliksek konsantrasyonlar olan 3000 ppm ve 10000 ppm de sirasiyla
7.05 x10° ve 6.92 x10° olarak belirlendi.

Deney periyodunun 48 saatlik kisminda ise kontrol grubunda
21.05x10° olan toplam hemosit say1s1 ¢dziicii olan saf su kontrol grubu hari¢ denenen
tim konsantrasyonlarda, kontrol grubuna goére Onemli oOlgiide azaldi (48saat;
F=45.808, df= 6, 98, p= 0.000). Yine bu azalmalar madde konsantrasyon artigina
paralel olarak gerceklesti ve en yiiksek konsantrasyonlar olan 3000 ppm ve 10000
ppm de sirasiyla 6.61x10° ve 5.65x10° olarak belirlendi (Tablo 3.12). Yapilan
gozlemler sonucu azadirachtinin G. mellonella’nin hemolenf viskozitesini 6zellikle
yiiksek dozlarda (>500 ppm) azaltig1 goriildii. Toplam hemosit sayilarindaki azalma

da bu gozlemimizi destekler niteliktedir.
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Tablo 3. 12: G. mellonella’da AZA nin toplam hemosit sayisina (x10° hiicre/ml)

etkisi.
AZA Toplam Hemosit Sayilari (x10° hiicre/ml)
(ppm)

Gozlem Zamam
24 saat 48 saat
Min — Mak. Ortalama+SH” Min-Mak. Ortalama+SH"

Kontrol 10.80- 32.80 26.45 £1.55a 12.90-29.60 21.05+1.07a
Saf su 8.30 — 39.60 17.56 + 2.42b 19.00-37.30 25.95 + 1.43b
100 9.81 - 27.50 17.18+1.72b 3.10-21.00 11.33+1.35¢
500 13.20-19.80 16.79 +£ 0.57b 3.90-18.70 9.47 £1.09¢cd
1000 4.30-15.40 9.84 £0.79¢ 2.90-20.20 8.69 + 1.30cd
3000 3.16 - 15.10 7.05 £ 0.96¢ 2.80-11.90 6.61 £0.80cd
10000 2.85-10.30 6.92 +£0.57c 2.30-12.80 5.65+0.81d

“Aym siitunda (a-d) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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Sekil 3.10: Farkli azadirachtin dozlarinda toplam hemosit sayilarinda zamana bagl
goriilen degisimler.
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Sekil 3.11: 24 ve 48 saat i¢in farkli azadirachtin dozlarinin toplam hemosit sayilari
acisindan karsilagtirilarak gosterilmesi.

3.3.2 Farkh Hemosit Sayilarina Etkileri

G. mellonella’da larval hemosit tipleri morfolojik olarak graniilositler,
plazmatositler, sftriilositler, Onositoidler ve prohemositler olarak siniflandirildi.
Azadirachtin uygulamasinin larvalarda farkli hemosit tiplerine etkilerinin belirlendigi

calismalarda tiim hemosit tipleri ayr1 olarak sayildi.

3.3.2.1 Graniilosit Sayisina Etkisi

Tablo 3.13 ve 3.14’e bakildiginda higbir isleme tabi tutulmayan ve saf su
uygulanmig G. mellonella larvalarinda en yogun bulunan hiicre tipleri graniilositler
(Sekil 3.12) ve onu takiben ikinci yogun hiicre tipi plazmatositler (Sekil 3.14) olarak
belirlendi.

Farkli hemosit sayilarak belirlenen hiicrelerde graniilosit sayilar1 kontrol
grubunda %68.09, saf su kontrol grubunda %50.59, 100 ppm’de %58.92, 1000
ppm’de %71.69 ve 3000 ppm olan en yiiksek dozda %65.04 olarak sayild1 (Tablo

3.13). Yiizde oranlar1 goéz Oniine alindiginda kontrol grubuna gore diger dozlarda
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artmalar gozlemlendi (Sekil 3.13). Istatistiksel analizlerle bu artmalarm 6nemli

oldugu belirlendi (F=20.374 , df= 4, 40, p= 0.000).

.

Sekil 3.12: Graniilosit’in mikroskop goriintiisii.

Tablo 3. 13: G. mellonella’da AZA’nin graniilosit sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Graniilosit Sayisi(%)
Min. — Mak. ORTALAMA
Kontrol 9 63.82 —72.35 68.09a
Saf su 9 47.64 —53.70 50.59b
100 9 53.90 - 63.93 58.92¢c
1000 9 69.94 — 73.43 71.69a
3000 9 59.31-70.76 65.04ac

“Aym siitunda (a-c) ayni harfi tagtyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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Sekil 3.13: Farkli azadirachtin dozlarinda granulosit sayilarinda goriilen degisimler.
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3.3.2.2 Plazmatosit Sayisina Etkisi

Hiicre sayimlarinda en yogun bulunan bir diger hiicre tipide plazmatositlerdir
(Sekil 3.14). Farkli hemosit sayilarak belirlenen hiicrelerde plazmatosit sayilari
kontrol grubunda; %30.55, saf su kontrol grubunda; %48.65, 100 ppm’de; %40.60,
1000 ppm’de %27.52 ve 3000 ppm olan en yiiksek dozda %34.01 olarak sayildi
(Tablo 3.14).

Yiizde oranlar1 g6z Oniine alindiginda kontrol grubuna gore diger dozlarda
onemli ol¢iide artmalar gozlemlendi (Sekil 3.15). Yapilan istatistiksel analizlerle bu

artmalarin 6nemli oldugu belirlendi (F= 20.751, df= 4, 40 , p= 0.000).

=
&

Sekil 3.14: Plazmatosit’in mikroskop goriintiisii.

Tablo 3. 14: G. mellonella’da AZA’nin plazmatosit sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Plazmatosit Sayis1(%)
Min. — Mak. ORTALAMA

Kontrol 9 26.30-34.78 30.55a

Saf su 9 45.62 — 51.67 48.65b

100 9 35.27-45.91 40.60c

1000 9 25.75 —29.27 27.52a

3000 9 28.33 - 39.68 34.01ac

“Aymni siitunda (a-C) ayni harfi tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
* AZA,; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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Sekil 3.15: Farkli azadirachtin dozlarinda plazmatosit sayilarinda goriilendegisimler.

3.3.2.3 Onositoid Sayisina Etkisi

Farkli hemositler sayilarak belirlenen hiicrelerde oOnositoid (Sekil 3.16)
sayilar1 kontrol grubunda; %0.62, saf su kontrol grubunda; 9%0.35, 100 ppm’de;
%0.20, 1000 ppm’de %0.23 ve 3000 ppm olan en yiiksek dozda 9%0.52 olarak sayild
(Tablo 3.15).

Yiizde oranlar1 goz oniine alindiginda kontrol grubuna goére diger dozlarda
azalmalar ve artmalar gozlemlendi (Sekil 3.17). Ancak yapilan istatistiksel
analizlerle bu artma ve azalmalarin 6nemli olmadigi belirlendi (F= 2.032, df=4, 40 ,

p=0.108).

o:

Sekil 3.16: Onositoid’in mikroskop goriintiisii.
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Tablo 3. 15: G. mellonella’da AZA’nin 6nositoid sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Onositoid Sayisi(%)
Min. — Mak. ORTALAMA
Kontrol 9 0.21-1.02 0.62a
Saf su 9 0.10 — 0.60 0.35a
100 9 0.10 - 0.29 0.20a
1000 9 0.11 - 035 0.23a
3000 9 0.32-072 0.52a

“Ayni siitunda (a) aym harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemsizdir (P>0.05).
" AZA; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm), SH; Standart Hata.
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Sekil 3.17: Farkli azadirachtin dozlarinda 6nositoid sayilarinda goriilen degisimler.

3.3.2.4 Prohemosit Sayisina Etkisi

Farkli hemositler sayilarak belirlenen hiicrelerde prohemosit (Sekil 3.18)
sayilar1 kontrol grubunda; %0.72, saf su kontrol grubunda; %0.39, 100 ppm’de;
%0.60, 1000 ppm’de %0.55 ve 3000 ppm olan en yiliksek dozda %0.41 olarak sayildi
(Tablo 3.16). Yiizde oranlar1 g6z Oniine alindiginda kontrol gruplarina gore diger
dozlarda artmalar ve azalmalar oldugu goézlemlendi (Sekil 3.19). Ancak yapilan
istatistiksel analizlerle bu artma ve azalmalarin 6nemli olmadigi belirlendi (F=
0.748, df=4, 40 , p= 0.565).
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Sekil 3.18: Prohemosit’in mikroskop goriintiisii.

Tablo 3. 16: G. mellonella’da AZA’nin prohemosit sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Prohemosit Sayis1(%)
Min. — Mak. ORTALAMA

Kontrol 9 0.26 -1.18 0.72a

Saf su 9 0.15-0.63 0.39a

100 9 0.34-0.86 0.60a

1000 9 0.28-0.81 0.55a

3000 9 0.17-0.64 0.41a

*Ayni siitunda (a-C) ayni harfi tastyan degerler arasindaki farkistatistiksel olarak énemsizdir(P>0,05).
* Aza-A; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm).
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Sekil 3.19: Farkli azadirachtin dozlarinda prohemosit sayilarinda goriilen degisimler.
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3.3.2.5 Hemositlerin Yayilma Davranisi

Farkli hemositler sayilirken hiicrelerden spreading olan hiicrelerin sayilart da
belirlendi. Spread olan hiicre sayilar1 kontrol grubunda ortalama; %26.10, saf su
kontrol grubunda %19.70, 100 ppm’de %11.87, 1000 ppm’de %8.49 ve 3000 ppm
olan en yiiksek dozda %10.17 olarak sayildi. Tablo 3.17°de de goriildiigii gibi yiizde
oranlar1 g6z oniine alindiginda; higbir islem gérmemis bireylerin olusturdugu kontrol
grubuna ve sadece ¢Oziicli uygulanmis saf su kontrol grubuna gore diger dozlarda

snemli dl¢iide azalma gozlemlendi (Sekil 3.20) (F= 20.689, df= 4, 40 , p= 0.000).

Tablo 3. 17: G. mellonella’da AZA’nin hemositlerdeki spreading sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Spreading Sayisi1(%)
Min. — Mak. ORTALAMA
Kontrol 9 22.37—-29.82 26.10a
Saf su 9 16.54 — 22.85 19.70a
100 9 7.59-16.13 11.87b
1000 9 6.58 — 10.39 8.49b
3000 9 6.34-14.00 10.17b

“Ayni siitunda (a-b) aym harfi tasiyan degerler arasindaki farkistatistiksel olarak énemsizdir(P>0,05).
* Aza-A; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm).
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Sekil 3.20: Farkli azadirachtin dozlarinda spread hiicre sayilarinda goriilen
degisimler.
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3.3.2.6  Hemositlerin Melanizasyonu

Farkli hemositler sayilarak belirlenen hiicrelerde melanizasyona ugramis olan
hiicre sayilar1 kontrol grubunda ortalama; %1.93, saf su kontrol grubunda; %3.04,
100 ppm’de; %1.40, 1000 ppm’de %3.51 ve 3000 ppm olan en yiiksek dozda %0.61
olarak sayildi. Tablo 3.18 ve Sekil 3.21’ye bakildiginda kontrol grubuna gore diger
dozlarda azalmalar ve artmalar gézlemlendi. Yapilan istatistiksel analizlerle bu artma
ve azalmalarin 6nemli olmadigi belirlendi (F=4.189, df=4, 40 , p=0.006).

Tablo 3. 18: G. mellonella’da AZA nin hemositlerdeki melanizasyona etkisi.

AZA (ppm) N Po* Sayisi(%)
Min. — Mak. ORTALAMA
Kontrol 9 0.11-3.74 1.93ab
Saf su 9 1.26 —4.82 3.04ab
100 9 0.62 -2.17 1.40ab
1000 9 2.79-4.23 3.51a
3000 9 0.07-1.15 0.61b

*Ayni siitunda (a-b) aym harfi tagiyan degerler arasindaki farkistatistiksel olarak énemsizdir(P>0,05).
" Aza-A; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm).
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Sekil 3.21: Farkli azadirachtin dozlarinda melanizasyona ugramis hiicre sayilarinda
goriilen degisimler.
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3.3.2.7 Hemositlerde Mitotik indeks

Farkli hemositler sayilarak belirlenen hiicrelerde mitoz boliinme safhasinda
olan hiicre sayilar1 kontrol grubunda ortalama; %0.58, saf su kontrol grubunda;
%0.42, 100 ppm’de; 9%0.31, 1000 ppm’de %0.19 ve 3000 ppm olan en yiiksek dozda
%0.22 olarak sayildi. Tablo 3.19 ve Sekil 3.22’¢ bakildiginda kontrol grubuna gore
diger dozlarda azalmalar oldugu goriilmektedir. Ancak yapilan istatistiksel

analizlerle bu azalmalarin 6nemli olmadig1 belirlendi (F=3.602, df=4, 40 , p=0.013).

Tablo 3. 19: G. mellonella’da AZA’nin hemositlerdeki mitoz sayilarina etkisi.

AZA (ppm) N Mitoz Sayisi(%)
Min. — Mak. ORTALAMA
Kontrol 9 0.28 -0.87 0.58a
Saf su 9 0.24-0.60 0.42ab
100 9 0.15-0.46 0.31ab
1000 9 0.27-0.35 0.19b
3000 9 0.05-0.37 0.22b

“Ayni siitunda (a-b) aym harfi tasiyan degerler arasindaki farkistatistiksel olarak dnemsizdir(P>0,05).
* Aza-A; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm).
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Sekil 3.22: Farkli azadirachtin dozlarinda mitoz safhasinda olan hiicre sayilarinda
goriilen degisimler.
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3.4

Laminarin enjeksiyonunu
konsantrasyonlarda uygulanan azadirachtin maddesinin, bireylerin viicut boslugunda
olusan nodiil sayilarini nasil etkiledigi Tablo 3.20 goriilmektedir. 24 saatlik deney
periyodu sonunda; kontrol grubunda ortalama 274.67 olan nodul sayis1 ¢oziicii olan
saf su kontrol grubunda ve madde uygulanan tiim konsantrasyonlarda, kontrol
grubuna gore onemli dl¢iide azalma gosterdi (F= 40.053 , df= 4, 70, p= 0.000). Bu
azalmalar, saf su kontrol grubunda ortalama; 177.20, 100 ppm de; 156.80, 1000 ppm
de; 100.13 ve 3000 ppm de 65.93 olarak gergeklesti. Deney druplar kendi igerisinde
karsilagtirildiginda 100 ppm’e goére 1000 ve 3000 ppm’de goriilen azalma da

Nodiilasyon

takiben

istatistiksel olarak anlamliydi (Sekil 3.23).

G. mellonella bireylerine yiiksek

Tablo 3. 20: G. mellonella’da AZA’nin nodiil olusumuna etkisi.

AZA (ppm) N Nodiilasyon

Min. — Mak. ORTALAMA+SH"
Kontrol 15 212 - 391 274.67+ 1547a
Saf su 15 116 - 315 177.20 £ 15.08b
100 15 28 — 291 156.80 = 15.50b
1000 15 21 -127 100.13 £ 6.39¢
3000 15 27 - 145 65.93 + 7.49¢

*Ayni siitunda (a-c) ayni harfi tastyan degerler arasindaki farkistatistiksel olarak onemsizdir(P>0,05).

" Aza-A; Azadirachtin konsantrasyonu (ppm).
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Sekil 3.23: Farkli azadirachtin dozlarinda nodiil olsumunda goriilen degisimler.
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4. TARTISMA VE SONUC

Gliniimiizde zararlilarla miicadelede sentetik pestisitlerin kullanilmasinin
cevre ve insan sagligl agisindan tehtit olusturdugu kanisina varildigindan beri, bu
kimyasal maddelere alternatif olabilecek bitkisel kaynakli dogal bilesiklerin
kullanim1 6nemle iizerinde durulan bir konu haline gelmistir. Ciinkii bu bilesikler
hedef olmayan organizmalara zarar vermemekte ve kisa siirede ¢oziinerek dogada
birikmeye sebep olmamaktadirlar. Bu durum dolayisiyla ¢evre lizerinde olumsuz etki
olusturmasini da engellemektedir. Bu dogal pestisitlerden en 6nemlisi A. indica
bitkisinden elde edilen ve zararli boceklerle miicadelede kullanilan azadirachtin’dir.
Glinitimiize kadar yapilan calismalardan da olduk¢a umut vaad eden sonuglar elde

edilmistir.

Toksik maddelerin hayvanlarda, sistemik ve hiicresel islev bozukluklarina
neden oldugu ve birgok biyokimyasal degisiklikleri uyardigi bilinmektedir [96, 97].
Azadirachtin, bazi bocek tiirleri i¢cin beslenmeyi Onleyici etkiye sahiptir. Bazi
arthropodlar ve bir¢ok bdcek tiirii i¢in ise bilylime durdurucu 6zellik géstermektedir
[98]. Ayrica bu c¢aligmalara ek olarak 5. larval evredeki S. litura ile yapilan
calismalarda maddenin duyarsizliga da neden oldugu bilinmektedir [99]. Bir ¢ok
bocek tiirlinde azadirachtinin beslenmeyi engelleyici ve uzaklastirici etkisi
arastirtlmis, S. littoralis’in sentetik besinine eklenen azadirachtinin besin aliminda
azalmalar meydana getirdigi ve larvalarin normal besine alindiktan sonra bile etkinin
devam ettigi gozlemlenmistir [100]. Ayrica azadirachtinin beslenme engelleyici
etkisi Thaumetopoea pityocompa (Schiff) larvalarinda ve Diabrotica speciosa

tizerinde rapor edilmistir [101, 102].

Boceklerde gelisim siirecinde hormonlarin salgilanmasinin kontrolii, ¢evresel
uyarilarin sinir sistemi ve endokrin sistemi iizerindeki etkileri ile ger¢eklesmektedir.
Boceklerde ecdysis ve bagkalasim, ekdizon hormonu ve juvenil hormon tarafindan
kontrol edilmektedir [103, 104]. Yapilan c¢alismalarda azadirachtinin, deri
degistirmeyi engelleyip, bireylerin gelisim siirecini bozarak anormal bireyler
olusmasma neden oldugu gozlemlenmis ve bu duruma azadirachtinin juvenil

hormonu taklit etkisinin neden oldugu anlasilmistir [39]. Manduca sexta’da yiiksek

47



dozlarda azadirachtin gereginden fazla deri degistirmeye neden olmaktadir [105].
Tenebrio molitor’da ise gelismeyi etkileyerek bdcegin deri degistirmesini
engellemektedir [106]. Bu calismada halk arasinda kovan giivesi olarak bilinen G.
mellonella zararlisinin son evre larvalarinda azadirachtinin etkileri arastirilmaya
calisilmigtir. Literatiirde, bir biyoinsektisit olarak kullanilan azadirachtinin G.
mellonella’nin gelisimsel evreleri ve yasama siireleri iizerine etkileri konusunda
birka¢ c¢alisma bulunurken [108], model tiir tizerinde iireme ve bagisiklik
parametrelerine potansiyel etkileri hakkinda smirli sayida ¢alisma bulunmaktadir

[107-110].

Calismamizda ilk olarak azadirachtinin G. mellonella iizerinde Oldiiriicii
etkilerini belirlemek amaciyla LDsg ve PDso degerlerini tespit ettik. Topikal
aplikasyon yoOntemiyle azadirachtin uygulanan son evre larvalarinda LDsg ve PDsg
degerleri sirasiyla 16.564 ve 73.088 ppm (bkz. Tablo 3.1-3.2) olarak belirlenmistir.
Farkli bocek tiirleri lizerinde azadirachtinin dldiiriicii etkilerinin oldugunu gosteren
birgok calisma bulunmaktadir [107, 111]. Ancak bu ¢alisma ilk kez G. mellonella
son evre larvalari iizerinde azadirachtinin topikal olarak uygulanmasiyla LD ve PD
degeri vermektedir. Deney sonuglarimiz azadirachtinin G. mellonella’da doza bagl
mortaliteye sebep oldugunu gosterdi. Daha Once azadirachtinin G. mellonella’ya
etkilerinin belirlendigi ¢alismalarda, maddenin besin ve enjeksiyon yoluyla bdcege
tatbik edilmesiyle doza bagl oliimlere neden oldugu gosterilmistir ve elde edilen
bulgular bizim ¢alismamizla uyum igindedir [107, 112]. Hatta diisiikk dozlarda bile
azadirachtinin son derece toksik etkiye sahip oldugu Onceki caligmalarda ve elde

ettigimiz bulgularda agikga goriilmektedir.

Denemelerde son evre larvalara farkli azadirachtin konsantrasyonlarinin (1, 5,
10, 50, 100, 500, 1000, 3000 ve 10000 ppm) uygulanmasi, bireylerin koza 6rme
stiresinde kontrole gore artmaya neden oldu (bkz. Tablo 3.3). Ancak meydana gelen
bu artmalar 6nemsizdi. Ardindan yine farkli konsantrasyonlarda (1, 5, 10, 50 ve 100
ppm) azadirachtin uygulanan son evre larvalarin pup olusturma siireleri kontrol
gruplarina gore onemli oranlarda artis gosterdi (bkz. Tablo 3.4). Ostriana furnacolis
tizerinde yapilan c¢alismada, azadirachtinin toksik etki yaparak biiyiimeyi
durdurdugu, pupa olusturma siiresini geciktirerek bir¢ok anormal larva, pupa ve

ergin boceklerin gelistigi gorilmiistiir [113]. Azadirachtinin farkl bocek tiirlerinde,
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sinir ve endokrin sisteme etki ederek carpus allotumdan salinan juvenil hormonunun
sentezini engelledigi de yapilan bazi ¢alismalarda ortaya konulmustur [24], Jivenil
hormonunun larval dénemde gelisimin devamliligi, deri degistirme (ecdysisi), ergin
evredeki disilerin yumurtlamasi tizerine etkileri bilinmektedir [114]. Bu durum
bocegin larval periyodunun uzamasina yol agmaktadir. G. mellonella son evre
larvalarma yapilan azadirachtin uygulamasinin, bdcegin zararli oldugu evre olan

larva evresinde kalma siiresini uzattig1 goriilmektedir.

Azadirachtin farkli konsantrasyonlarda pupal evreden ergin evreye gegis
stiresinde artma ve azalmalara neden oldu ancak ortaya ¢ikan bu degisimler
istatistiksel olarak Onemsizdi (bkz. Sekil 3.3). Daha once yapilan bir ¢alismada
azadirachtinin, metamorfozu engelledigi ve larval donemde aktif olarak rol oynarken,
pupa doneminde c¢ok etkili olmadigr tespit edilmistir [114]. Calismamizda puptan
ergin evreye gecis siiresinin azadirachtin konsantrasyonlarindan anlamli olarak

etkilenmemesini bocegin pupal evrede olmasina baglayabiliriz.

G. mellonella larvalarina azadirachtin uygulamasimi takiben ergin ¢ikis
stiresinde kontrol gruplarina gore doza bagli artmalar tespit edildi ancak bu artig 100
ppm’de istatistiksel olarak anlamli bulundu (bkz. Sekil 3.4). Bu sonuglara benzer
olarak, azadirachtin uygulamasinin ergin ¢ikis siiresine etki ettigi bir ¢ok Lepidoptera
tirlerinde bildirilmistir [115-117]. Yaptigimiz deneyler ergin ¢ikis siiresinin
uzadigin agikca ortaya koymaktadir. Ancak bulgularimizin aksine Gelbic ve Nelmec
[109] azadirachtin uygulamasinin G. mellonella bireylerinde ergin ¢ikis siiresini
etkilemedigini bildirmiglerdir. Onlarin bulgular1 ile bulgularimiz arasindaki

farkliliklarin uygulanan doz ve formulasyondan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Tiim bireylerin erginlesme ve puplasma yiizdelerine bakildiginda (bkz. Sekil
3.5), azadirachtin madde konsantrasyonuna bagli olarak puplasan ve erginlesen birey
sayillarinda azalmalara neden oldu. Yapilan bir ¢alismada Tetranychus
cinnabarinus un nimf dénemi iizerine azadirachtinin 60 ppm’lik dozu uygulanmis ve
%100 oliim orani ile hi¢ ergin ¢ikisi olmadigr goriilmistiir. 40.0, 20.0 ve 10.0
ppm’lik dozlarda ise sirastyla %13.33, %31.66 ve %60 oranda ergin ¢ikist oldugu
gbzlenmistir [118]. Calismamiz kapsaminda ise azadirachtin uygulamasi 100 ppm

tizerindeki dozlarda puplasma ve erginlesmeyi %100 oraninda engellemistir (bkz.
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Tablo 3.7). Ancak puplasma ve erginlesme yiizdelerinde, diisiikk dozlarda

gbzlemlenen azalmalar anlamli bulunmadi.

Azadirachtin’in 1, 5 ve 10 ppm’lik dozlar1 G. mellonella’nin ergin yasam
stiresinde onemli degisiklikler meydana getirdi. Yasam siiresi sub-letal dozlarda
onemli Olgiilerde azalma gosterirken (bkz. Tablo 3.8) LDsy dozundan yiiksek
dozlarda 6nemli bir etki géstermemektedir. Azadirachtinin ergin yasam siiresini sub-
letal dozlarda etkileyip uygulanan daha yliksek dozlarda anlamli etkilememesi
maddenin hormesis etkisinin bir gostergesi olabilir. Hormesis, toksik maddelerin
diisiik konsantrasyonlarda organizmay1 etkilerken yiiksek konsantrasyonlarda ayni
etkiyi gostermemesi ve bu maddelere kars1 gelistirilen adaptif olgular1 agiklamak icin
One siiriilen bir kavramdir [119]. Literatiirde, g¢esitli insektisit ve toksik maddelere
maruz kalan farklt bocek tiirlerinde hormesis etkisinin tespit edildigi caligmalar
mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada, azadirachtin ve imidacloprid’in sub-letal dozlarda
esterazlar, juvenil hormon diizeyleri, dogurganlik ve diger parametrelerde hormetik
etkileri oldugu belirtilmistir [120-122]. Calismamiza benzer olarak, O. fasciatus’a
uygulanan diisiik dozlardaki azadirachtin ergin yasam siiresini etkilerken yiiksek
dozlarda aymi etkiyi gostermemistir [39]. Azadirachtinin ergin yasam siiresini
kisalttigi Anopheles gambiae, Zabrotes subfasciatus, Amphiareus constrictus,
Ceratitis capitata gibi farkli bocek tiirlerinde de tespit edilmistir [123-125].
Azadirachtin uygulamasimi takiben erginlesmeyi basaran disiler yasam siirelerinin
kisalmasiyla daha az sayida yumurta birakacak ve bu durum zararlinin sonraki

nesilde populasyon seviyesinin azalmasina sebep olacaktir.

Calismalarimiz sonucunda, azadirachtinin uygulanan 1, 5, 10 ve 50 ppm’lik
konsantrasyonlarinin yumurta sayilarinda kontrol grubuna gore Onemli oranda
azalmaya sebep oldugu gozlemlendi. Toplam yumurta sayisinda goézlemlenen
azalmalar madde konsantrasyonuna paralel sekilde olustu ve bozuk yumurta
sayilarida madde konsantrasyonuna paralel olarak artma goriildii (bkz. Tablo 3.11).
Sub-lethal dozda kullanilan insektisitler boceklerde 6liim oranini, iireme kabiliyetini
ve yeni jenerasyonun genetik yapisini degistirerek, onlarin yumurta birakmalarini ve
yumurta acgilim oranlarimi etkilemektedir [126, 127]. Sundaram ve Sloane [128]
azadirachtin’in  Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda Tetranychus urticae’nin

yumurta sayilarini ve yumurta agilimini biiyiik oranda azalttigini bildirmektedir [128,
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129]. Azadirachtinin R. prolixus ve Spodoptera exiguatiirlerinde vitellogenesisi ve
yumurta olusumunu engelledigi bilinmektedir [130-132]. R. prolixus’da azadirachtin
uygulamast sonucunda olusan yumurta sayisindaki diisme yumurtalik ve
hemolenfteki ekdisteroid seviyelerindeki azalmaya baglanmistir [132]. Bu veriler
dogrultusunda azadirahtin uygulamasi sonucu olarak G. mellonella erginlerinin
saglikli yumurtalarinin azalmasi ve bozuk yumurta sayilarinin artmasi, hem
maddenin endokrin diizenleyici etkisine hem de ilireme dokularina dogrudan etkisine
bagli olabilir. Calismamiz azadirachtinin topikal uygulamasina bagli olarak G.
mellonella’da yumurta sayisinin azaldigimi ve bozuk yumurta sayisinin arttigini

gosteren ilk calismadir.

Hemositler boceklerde 6nemli immiin sistem elemanlaridir [133-135]. G.
mellonella larva hemolenfinde mevcut olan hemosit tipleri Er ve ark. [44]’a gore
belirlendi ancak calismamizda azadirachtinin farkli hemosit tiplerine etkilerinde
graniilositler (bkz. Sekil 3.12), plazmatositler (bkz. Sekil 3.14), prohemositler (bkz.
Sekil 3.18) ve oOnositoidler (bkz. Sekil 3.18) ele alindi. Calismamizda, kontrol
gruplarint  olusturan G. mellonella larvalarindan farkli hemosit sayilari
incelendiginde dolagimdaki hemositlerin yarisindan fazlasinin graniilosit oldugu
goriilmektedir. Ikinci en sik karsilasilan hemosit tipinin plazmatositler oldugu, diger

hemosit tiplerinin ise hemolenfte ¢ok diisiik miktarlarda oldugu tespit edildi.

Lepidoptera ordosuna ait bazi tiirlerle yapilan caligmalarda hemolenfteki
hemosit sayisinin yaralanma, bakteriyal, fungal, viral enfeksiyon ve cesitli stres
kosullarinda degisebildigi belirlenmistir [136, 137, 138, 139, 140, 141]. Cok sayida
fizyolojik fonksiyonlarinin olmasi nedeni ile hemositler gevresel faktorlere karsi
diger hiicrelere gore daha duyarlidir. Bu nedenle hemositler toksik maddelerin
sitolojik zararlarin1 arastirirken siklikla kullanilmaktadir [142]. Sak 2004 yilinda
yaptig1 bir caligmada Cypermethrin’in Pimpla turionellae’nin hemositlerine olan
etkilerini arastirmig ve son evre larvalara 20, 50, 100 ve 150 ppm doz degerlerini
uygulamistir. Cypermethrin uygulamasina bagli olarak, doz artisiyla beraber,
hemositlerde mitotik aktivitede azalma ve apoptotik hemosit sayilarinda kontrole

gore biiyiik artis meydana gelmistir [142].

Gibberellik asit (GAs3)’in G. mellonella ve parazitoid P. turionellae

(Hymenoptera: Ichneumonidae)’nin hemosit sayilarina etkilerinin arastirildigi
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caligmada; G. mellonella larvalarinda toplam hemosit sayisinin disik GAsz
dozlarinda (50 — 500 ppm) 6nemli oranda artis gosterdigi, yiikksek dozlarda ise (1000
— 5000 ppm) degisiklik gostermedigi goriilmiistiir. Bu durum baslangigtaki artan GA3
dozlar ile savunma hattin1 olusturabilmek i¢in mitozun aktive olmasi ve yeni
hemositlerin olusmasi sonrasin da ise diger savunma mekanizmalarinin da devreye
girmesi ile hemosit savunma hattinin zayiflamis olabilecegi seklinde acgiklanmistir.

Denenen hig¢bir dozda GAs farkli hemosit sayilarini etkilememistir [143].

Bu calismada azadirachtinin en yaygin ticari formulasyonu olan NeemAzal
topikal aplikasyon yontemiyle G. mellonella’ya tatbik edilerek maddenin hiicresel
bagisikliga etkileri ilk kez ortaya konulmustur. Azadirachtin uygulamasinda,
dolagimdaki toplam hemosit sayilar1 kontrol gruplarina gore keskin bir diisiis
gosterdi ancak farkli hemosit sayilar1 iizerindeki etki toplam hemosit sayilarina
nazaran daha az oranda gergeklesti. Prohemosit ve onositoid sayilarinda higbir fark
gbzlenmezken plazmatosit ve granulosit sayilarinda goriilen artmalar sadece 100
ppm’de Onemliydi. Calismamiza benzer olarak azadirachtin uygulamasina bagh
olarak, R. prolixus [80], S. litura (Lepidoptera: Noctuidae) [81], S. littoralis
(Lepidoptera: Noctuidae) [82], ve Dysdercus koenigii (Heteroptera: Pyrrhocoridae)
[144] tiirlerinde de toplam hemosit sayilarinin azaldigi bilinmektedir. Azadirachtinin
ayni formulasyon ve uygulama yontemiyle kullanildigi bir diger g¢alismada, D.
koenigii’de toplam hemosit sayis1 %61 oraninda diisiis gostermistir [144], Danais
chrysippus’da ise 24 ve 48 saatlik periyotlar sonunda sirastyla %56 ve %59 oraninda
diisis gosterdigi belirlenmistir [145]. Azadirachtinin toplam ve farkli hemosit
sayilarinda ortaya cikardigi degisimler madenin endokrin sisteme etkisi sonucu
olabilecegi gibi hiicre olimi ile sonuclanan otofajik ve apoptotik yollarin
tetiklenmesi sonucu da olabilir. Literatiirde azadirachtinin bdcek hiicre kiiltiirlerinde

apoptosise neden oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur [146, 147].

Boceklerde toplam ve farkli hemosit sayilarindaki degismeler dolagimdaki
hemositlerin mitoz boliinmesi sonucu gerg¢eklesmektedir [44, 148]. G. mellonella’ya
azadirachtin uygulamasina bagli olarak mitoz boéliinme geciren hemostlerin sayilar
Oonemli oranda azalmistir. Bu durum g¢aligmamizdaki toplam hemosit sayilarindaki
azalmanin nedeni olabilir. Bulgularimiza parallel olarak azadirachtinin bocek hiicre

kiiltiirlerinde antimitotik etkileri oldugu gosterilmistir [146, 149].
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Boceklerde dig ortamdan verilen spesifik bir antijene karsi bocegin bagisiklik
sisteminde meydana gelen degisimleri 6lgmenin en giizel yollarindan biri bocek
viicut boslugunda olusan nodiil sayilarni belirlemektir. Hemositlerin yayilma
davranig1 ise enkapsiilasyon, nodiil olusumu ve fagositoz gibi bagisiklik tepkileri
ortaya c¢ikarken gozlemlenen bir hemosit davranisidir. Calismamizda G.
mellonella’ya azadirachtin uygulamasi ve laminarin enjeksiyonunu takiben olugan
nodiil sayilarinda kullanilan tiim dozlarda kontrol grubuna gore 6nemli azalmalar
gozlendi (bkz. Tablo 3.20 ve Sekil 3.23). Kontrol grubunda laminarin enjeksiyonuna
bagli olarak olusan nodiil sayilar1 ortalama 275 iken, bu say1 en yiiksek azadirachtin
dozunda ortalama %76 oraninda azaldi. Benzer sekilde uygulanan tiim azadirachtin
dozlarinda yayilma davranisi gosteren hemositlerin sayisinda azalmalar tespit edildi
ve en yiiksek doz olan 3000 ppm’de kontrol grubuna gore ortalama %61 oraninda
diistii. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada azadirachtin uygulamasinin R. prolixus’ta
nodiil sayilarin1 6nemli derecede azalttigr tespit edilmistir [80]. Ulrich Schliither ve
Gerhard Seiffert’in 1987°de yapmis oldugu c¢alismada Epilachna variventis’in
(Coleoptera) azadirachtin enjeksiyonundan 1 giin sonra meksika fasulye bocegi son
donem larvalarinda nodiil olusumuna sebep oldugu belirtilmistir [79]. Bununla
beraber literatiirde farkli bitkisel iriinlerin, insektisitlerin ve bocek gelisim
diizenleyicilerinin hemosit yayilma davranigina ve nodiilasyona etkilerini gosteren
caligmalar mevcuttur [79, 150]. Azadirachtin uygulamasina bagli olarak toplam
hemosit sayisinda meydana gelen azalma nodiilasyon ve yayilma davranislarinda

meydana gelen azalmanin nedeni olabilir.

Boceklerde kiitikular yaralanma veya viicut boslugu igerisine yabanci
organizmalarin girmesi durumunda melanizasyon gerceklesmesi genel bir olgudur
[151]. Calismamizda azadirachtin uygulamasi, G. mellonella larvalarinda hemosit
melanizasyonunda degisimlere neden oldu ve en yiiksek doz olan 3000 ppm de
melanizasyon orani oldukc¢a azaldi ancak ortaya ¢ikan azalma ve artmalar istatistiksel
olarak anlamli degildi (bkz. Tablo 3.18). Yaralanma veya savunma tepkileri sonucu
olusan  melanizasyon reaksiyonlar1 boceklerde fenoloksidaz  aktivitesine
dayandirilmaktadir [151]. Kesin bir yargiya varabilmek icin azadirachtinin

fenoloksidaz aktivitesine etkileri ile ilgili ayrintili caligsmalara ihtiyag¢ vardir.
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Elde ettigimiz sonuglar ve yapilan diger benzer c¢aligmalar gbz Oniinde
bulunduruldugunda, zararlilarla miicadelede insektisitlerin  yaygin olarak
kullanildigin1 gérmekteyiz. Cesitli konsantrasyonlarda kullanilan azadirachtinin G.
mellonella tizerinde gelisimi ve deri degisimini engelleyici, yasama siiresini azaltici,
yumurta sayisini azaltict ve yumurta verimini engelleyici bunun yaninda hemosit
aracilt bagisiklik sistemini baskilayici etkileri oldugu goriilmektedir. Biitiin bunlarin
yaninda azadirachtin ¢abuk bozunmasindan, dogaya ve insana zarar vermemesinden
dolay1r entegre zararli programlarinda alternatif bir miicadele yontemi olarak

kullanilmaya adaydir.
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