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Kursun ile kontamine edilen Achroia grisella Fabr. (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin protein, lipit
ve karbohidrat kompozisyonundaki degisiklikler
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Abstract

Bu c¢alismada, kursunun Achroia grisella (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin protein, lipit ve
karbohidrat miktarlarina etkisi arastirilmistir. Larvalar farkli konsantrasyonlarda kursun (50, 100 ve 200
mg/kg besin) ile kontamine edilen yapay bir besin ortaminda yetistirilmistir. Kiltir hazirlama ve tim
deneyler 16A:8K fotoperiyot, 25 £ 2 °C sicaklik, %60 + 5 bagil nem igeren bir ortamda gergeklestirilmistir.
Biyokimyasal analizlerde son evre A. grisella larvalari kullanilmistir. Elde edilen veriler, kursun
uygulamasinin 50 ve 200 mg/kg kursun konsantrasyonlarinda larvalarin protein miktarinda énemli bir
azalmaya neden oldugunu gostermistir. Larvalarin karbohidrat ve lipit miktarlari 100 ve 200 mg/kg
kursun konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gére 6nemli 6lglide digsmstiir.

Ozet

In this study, the impact of lead on protein, lipid and carbohydrate amounts of Achroia grisella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvae was investigated. Larvae were maintained on an artificial diet
contaminated with different concentrations of lead (50, 100 and 200 mg/kg diet). Culturing and all
experiments were carried out in a room with a 16L:8D photoperiod, at a temperature of 25 + 2 °C and
60 £ 5% relative humidity conditions. Last instar A. grisella larvae were used for the biochemical
analysis. The obtained data showed that lead application resulted in a considerable decrease in the
protein amount of the larvae at 50 and 200 mg/kg lead concentrations. Carbohydrate and lipid amounts
of larvae declined significantly at 100 and 200 mg/kg lead concentrations with respect to the control
group.

GiRiS

ark. 2004, Suganya ve ark. 2015, Singh ve Bhupinderjit
2017).

Agir metal terimi yogunlugu 5 g/cm¥den fazla olan
toksisite ve kirlilik yaratan metaller igin kullaniimaktadir.
Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir,
nikel, civa ve ¢inko gibi metallerin de aralarinda
bulundugu 60 dan fazla metal dahildir. Farkh endistriyel,
evsel, tarimsal, tibbi ve teknolojik uygulamalarda siklikla
kullanildiklari icin agir metallerin ¢evre ve insan saghgi
Uzerinde potansiyel etkileri oldukg¢a yliksektir. Yapilan
calismalar bu etkinin agir metal tiirli, dozu, agir metale
maruz kalma sekli ve siiresi gibi agir metalin kendi
ozelliklerinin yani sira canli tiirli, gelisim evresi, esey,
genetik ve beslenme 6zellikleri gibi degiskenler tarafindan
da etkilendigini gostermektedir (Cohn ve ark. 1992,
Kazimirova ve ark. 1997, Raina ve ark. 2001, Borowska ve
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Hayvanlar aleminin tir sayisi bakimindan en zengin
sinifini olusturan bocekler ekosistemin  6nemli bir
parcasini olustururlar. Farkh beslenme 6zelliklerine sahip
olan bocekler dogadaki besin zincirinin farkli bir
halkasinda yer alirlar ve bazi kuslar ile kiicik memeli
hayvanlar tarafindan énemli bir protein kaynag olarak
kullantlirlar. Agir metallerin bocekler tzerindeki etkileriile
ilgili olarak dogal kosullarda ve laboratuvarda yapilan
calismalar boceklerin bu agir metalleri degisik yollarla
vlcutlarina aldiklarini  ve buna bagh olarak baz
ozelliklerinin etkilendigini gostermistir. Ornegin, Bream
(2003) kursun nitrat ve bakir silfatin Sphaerodema
urinator (Hemiptera: Belostomidae) tiiriinde karbohidrat,
lipit ve protein miktarlarini azalttigini géstermistir. Ayni
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calismada asit fosfataz aktivitesinin arttigi ve alkalin
fosfataz aktivitesinin azaldigi belirlenmistir. Mirci¢ ve ark.
(2010), vyaptiklari c¢alismada kadmiyumun ¢ingene
glivesinde bliyiime ve gelismeyi olumsuz etkiledigini ve
etki diizeyinin doza bagh oldugunu gostermislerdir.
Hassan ve ark. (2011), kadmiyum ve kursunun Culex
pipiens L. (Diptera: Culicidae) erginlerinin protein
miktarlarini esey tipine bagh olarak farkh sekilde
etkiledigini tespit etmislerdir. Shakunthala ve Shalini
(2018), Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae)
larvalarinin besinine kursun asetat ve ¢inko klorir ilave
edildiginde, erginlerin 6mir uzunlugunun azaldigini,
Glindliz ve ark. (2020) ise kadmiyum ve kursunun Kigik
Balmumu Giulvesi larvalarinda hemosit sayisinda
degisikliklere neden oldugunu belirlemislerdir. Son
yillarda yapilan bu c¢alismalardan yola cikilarak burada
Kicuk Balmumu Givesi larvalarinin besin ortamina farkli
konsantrasyonlarda kursun ilave edilerek, larvalarin
biyokimyasal kompozisyonlarinin bu uygulanmadan
etkilenip etkilenmediginin belirlenmesi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak Achroia grisella
(Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinin beslenmesi igin
Bronskill (1961) tarafindan gelistirilen daha sonra Sak ve
ark. (2006) tarafindan dizenlenen balsiz petek (200 g),
kepek (860 g), stizme bal (150 ml), gliserol (300 ml) ve saf
su (150 ml) karisimindan olusan besin igerigi
kullanilmistir. Stok kulturleri olusturmak igin hazirlanan
besin kavanozlara konularak her bir kavanoza 10-15 tane
A. grisella ergini ilave edilmis ve kavanozlarin agzi bez ile
kapatilmistir. Hazirlanan kultlrler % 60+5 bagil nem,
2612°C sicaklik ve 16:8 (A:K) fotoperyot kosullarinda
tutulmustur.

Kursun ilavesinin larvalarin biyokimyasal
kompozisyonuna etkisini belirlemek icin 6nce 2000 ppm
kursun iceren stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu stok ¢ozelti
seyreltilerek besin icerigindeki kursun konsantrasyonu
50, 100 veya 200 mg/kg besin olacak sekilde yapay besine
ilave edilmistir. Deneme gruplarini olusturmak icin stok
kiltdrlerin hazirlanmasinda kullanilan yéntem izlenmistir.
Bu kdltirlerden elde edilen son evre larvalar 0. 0001 g
hassasiyetli terazide tartilarak biyokimyasal analizler
baslayincaya kadar -20°C sicaklikta bekletilmistir. Kontrol
grubu olarak kursun ilave edilmeden hazirlanan besin
ortaminda yetismis larvalar kullaniimistir.

Larvalarin toplam viicut dokularinda bulunan protein
miktarinin belirlenmesi i¢in Lowry ve ark. (1951)’'nin
yontemi kullanilmistir. Bunun igin -20°C de saklanan
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larvalar 500 ul tampon ¢ozeltide homojenize edilmistir.
Elde edilen homojenatlar tampon c¢o6zelti ile 1000 pl ye
tamamlanmis, 4°C sicakhk ve 3500 devir/dakika hiz ile 15
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen stipernatanttan 100
pl alinarak Lowry metodu uygulanmistir. Hazirlanan
orneklerin absorbanslari 695 nm dalga boyunda
okunmustur. Sigir serum albumin ¢ozeltisi protein
standardi olarak kullaniimigtir.

Karbohidrat ve lipit analizlerinde van Handel (1985a ve
1985b) tarafindan sivrisinekler igin gelistirilen, daha sonra
degisik arastiricilar tarafindan da farkh boceklerde
uygulanmis olan biyokimyasal analizlerden
faydalanilmistir (Olson ve ark. 2000; Lee ve ark. 2004).
Bunun igin; -20°C’'de bekletilen larvalar g¢ikarilarak
Uzerlerine 100 pl %2’lik sodyum silfat ¢ozeltisi ilave
edildikten sonra homojenizasyon yapilmstir.
Homojenatlarin Gzerine 900 pl kloroform:metanol (1:2)
ilave edilerek karistirilmis ve 6rnekler 14.000 devir/dakika
hizda oda sicakhginda 2 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
stpernatanttan 100 pl alinmis ve kloroform-metanol (1:2)
ile 10 kat daha sulandiriimistir. Elde edilen karisimdan 100
pl karbohidrat analizi ve diger 100 pl lipit analizi igin
kullanilmak Uzere ayri ayri cam tiplere (10x50 mm)
aktariimistir. Karbohidrat analizinde kullanilacak tupler
tipte yaklasik 50 ul ¢ozelti kalincaya kadar isitildiktan
sonra Uzerlerine 950 pl antron ayiraci konulmus ve tipler
90°C sicakhkta 15 dakika daha isitilmistir. Sogutulan
orneklerin absorbanslari 625 nm dalga boyunda
okunmustur. Karbohidrat standardi olarak glukoz ¢ozeltisi
kullanilmistir. Lipit analizi yapilacak tipler ise iglerinde
kalan ¢6zeltinin tamami buharlasana kadar 90°C sicaklikta
isitildiktan sonra tilp igerisine 40 pl silfirik asit ¢Ozeltisi
konularak karistirildiktan sonra 90°C sicaklikta 2 dakika
bekletilmistir. Tipler sogutulduktan sonra tzerlerine 960
pl vanilin-fosforik asit karisimi ilave edilerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Orneklerin absorbans degerleri
525 nm dalga boyunda okunmustur. Misir yagi (% 0.1)
¢Ozeltisi lipit standardi olarak kullaniimistir.

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde tek
yonli varyans analizi (ANOVA) kullaniimistir. Bu testten
elde edilen sonuglarin 6nem seviyeleri Student-Newman-
Keuls (SNK testi) kullanilarak degerlendirilmis ve
degerlendirmelerde 0.05 gliven siniri (P) esas alinmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

A. grisella larvalarinin besinine kursun ilave edildiginde,
bu larvalarin viicut dokularinda bulunan protein
miktarinin nasil etkilendigine iliskin deneme sonuglari
Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Kursunun Achroia grisella larvalarinda protein konsantrasyonuna etkisi. Farkli siitunlarda ayni harf ile gosterilen
ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).

Sekil 1 incelendiginde, kontrol grubunda 60.09 + 1.90
pug/mg olarak belirlenen protein miktarinin, 50 ve 200
mg/kg kursun iceren gruplarda azaldigi gorilmektedir (F
= 27.599, df = 3.76, P = 0.000). Buna karsin, 100 mg/kg
kursun iceren gruptaki larvalarin kontrol grubu ile benzer
protein miktarina sahip olduklari belirlenmistir. Calisma
suresince larva ornekleri, farkli konsantrasyonda kursun
iceren besin ortamindan tamamen tesadifi olarak
segilmistir. Segilen larvalar her ne kadar ayni larva
doéneminde olsalar da, bu larva déneminin farkh gelisim
asamalarinda bulunabilirler. Bu durumda bireyler
arasinda fizyolojik ve/veya davranigsal bazi farkhhklarin
olmasi dogaldir ve elde ettigimiz sonucu yorumlamak igin
yardimci olabilir. Hassan ve ark. (2011) 2. evre C. pipiens
larvalarina kadmiyum klordr, bakir silfat, kursun nitrat ve
civa nitrat uygulandiginda bu larvalardan elde edilen ergin
disilerin protein miktarinin azaldigini belirlemislerdir.
Yilmaz ve Gindlz (2021) ise kadmiyumun A. grisella
larvalarinin toplam viicut dokularindaki protein miktarini
azalttigini  gostermislerdir.  Agir metal uygulamasi
sonucunda protein miktarinin azaldigi Pimpla turionellae
(Hymenoptera: Ichneumonidae) (Ortel 1991),
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Boettcherisca peregrina (Diptera: Sarcophagidae) (Wu ve
ark. 2006) ve S. urinator (Bream 2003) gibi farkli tirlerle
yapilan c¢alismalarda da  belirlenmistir.  Protein
miktarindaki azalmanin nedeni, protein sentezinin inhibe
edilmesi (Norton ve Kench 1977) ya da oksidatif hasarlarin
giderilmesinde kullanilan lipoprotein miktarindaki azalma
(Sancho ve ark. 1998) olabilir. Bununla birlikte, Baghban
ve ark. (2014) Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) ile yaptiklari calismada ¢inko ve bakirin 3. evre
larvalarda protein miktarini artirdigini tespit etmislerdir.
Ayrica, Du ve ark. (2019)'nin Cryptolaemus montrouzieri
(Coleoptera: Coccinellidae) turi ile yaptiklari ¢alismada
da agir metal uygulamasindan sonra protein miktarinin
arttigl tespit edilmistir. Calisma sonuglarimizin  bu
calismalardan farkh olmasi agir metal etkisinin bocegin
tlr, gelisim evresi, esey gibi Ozellikleri ile ¢alismada
kullanilan agir metal tiirli, konsantrasyonu, uygulanma
sekli ve siresi gibi 6zelliklere gore farkllik gdstermesi ile
aciklanabilir.

Kursun uygulamasinin larvalarin karbohidrat miktarina
etkisi ile ilgili sonuclar Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. Kursunun Achroia grisella larvalarinda karbohidrat konsantrasyonuna etkisi. Farkli siitunlarda ayni harf ile
gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).

Sekil 2 incelendiginde, 50 mg/kg kursun iceren grupta
bulunan larvalarin kontrol grubunda bulunanlar ile benzer
karbohidrat miktarina sahip olduklari, ancak daha yiiksek
konsantrasyonda kursun iceren diger iki grupta
karbohidrat  miktarinin  6nemli  o6lgcide  azaldigl
gorilmektedir (F = 6.905, df = 3.76, P = 0.000). Bu durum
agir metal stresinin enerji ihtiyacini artirmasi ile iliskili
olabilir. Elde edilen sonuclara benzer sekilde, C. pipiens
larvalarina agir metal uygulandiginda erginlerde bulunan
toplam karbohidrat miktarinin diistiga belirlenmistir (El-
Sheikh ve ark. 2010). Bischof (1995)'un yaptig1 calismada
ise parazitoit Glyptapanteles liparidis tarafindan
parazitlenen Lymantria dispar (Lepidoptera:
Lymantriidae) larvalarinda ¢inko ve kadmiyumun viicut
dokularinda bulunan glikojen konsantrasyonunu azalttig
belirlenmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda bazi agir
metallerin mitokondri icinde biriktikleri ve oksidatif
fosforilasyonu inhibe ettikleri tespit edilmistir (George
1982, Viarengo 1985). Spring ve ark. (1977) ise glikolitik
surecin hizlanmasinin karbohidrat miktarindaki azalmanin
nedeni olabilecegini ileri siirmiglerdir. ilaveten,
Raghavendra Rao ve ark. (2017) agir metal uygulamasi
sonucunda glikojen ve glukoz miktarlarinda belirlenen
azalmanin muhtemelen glukoneogenezin
baskilamasindan kaynaklandigini ifade etmislerdir.
Belirtilen ¢alisma sonuglari kursun uygulamasi sonucunda
larvalarin karbohidrat miktarinda azalma gorilmesinin
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nedenini agiklamak igin yardimci olabilir. Bulgularimizdan
farkh olarak, yiksek konsantrasyonda kadmiyumun B.
peregrina larvalarinin hemolenfinde toplam seker
miktarini arttirdigt Wu ve ark. (2006) tarafindan
gosterilmistir. Benzer sekilde, kadmiyum uygulamasinin
parazitoit P. turionellae disilerinde glikojen miktarini
arttirdigi belirlenmistir (Kayis ve Emre 2012). Baghban ve
ark. (2014) ise kadmiyumun H. armigera’nin glikojen
miktarini  degistirmedigini bulmuslardir. Agir metal
kontaminasyonun boceklerin karbohidrat miktarina etkisi
ile ilgili olarak bildirilen tim bu calisma sonuglari, agir
metallerin  karbohidrat miktari {zerindeki etkisinin
kullanilan ~ bbcek tlrine, agir metal tipine,
konsantrasyonuna, uygulanma sekline ve miktar
belirlenecek karbohidrat tiiriine gore farkhlik gosterdigini
ortaya koymaktadir.

Farkli  kursun konsantrasyonlarinin larvalarin lipit
miktarina etkisi ile ilgili sonuglar Sekil 3'de gosterilmistir.
Bulgular degerlendirildiginde, karbohidrat miktarina
iliskin  sonuglara paralel sonuglar elde edildigi
gorilmektedir. Kontrol grubunda ve 50 mg/kg kursun
iceren gruptaki larvalar benzer lipit oranlarina sahip
olduklari halde, kursun konsantrasyonu 100 ve 200 mg/kg
olan gruplarda larvalar kontrol grubundan daha az lipit
icermektedir (F = 2.857, df = 3.76, P = 0.043) (Sekil 3).
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Sekil 3. Kursunun Achroia grisella larvalarinda lipit konsantrasyonuna etkisi. Farkli siitunlarda ayni harf ile gosterilen ortalamalar

arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0.05).

Bulgularimiza paralel olarak, kadmiyum uygulamasinin
Galleria mellonella (Lepidoptera:Pyralidae) larva ve
puplarinda (Shin ve ark. 2001) ve P. turionellae (Ortel
1991) tirinde lipit miktarini azalttigi belirlenmistir.
Ayrica, Ortel (1995) agir metal uygulamasinin L. dispar
larvalarinin vicut dokularinda bulunan lipit miktarinda
azalmaya neden oldugunu tespit etmistir. Agir metale
maruz kalma sonucunda ortaya c¢ikan stres enerji
ihtiyacinin artmasina neden olacagindan, béceklerin bu
durumda diger enerji kaynaklarini desteklemek igin
lipitleri kullanmis olmalari azalmanin nedeni olabilir.
Bulgularimizda yiksek konsantrasyonda kursun ile
kontamine edilen gruplarda hem karbohidrat hem de lipit
miktarlarinin benzer sekilde azalmis olmasi bu agiklamayi
destekler niteliktedir.

SONUC

Agir metallerin boceklerin farkli 6zelliklerine etkisi ile ilgili
olarak dogal kosullarda ya da laboratuvarda yapilan
¢alismalar, agir metallerin farkh sekillerde boceklerin
vicutlarina alindigini ve onlar etkiledigini gdstermistir.
Bu calismada aricilik endistrisinde ekonomik kayiplara
neden olabilen Kiigiik Balmumu Givesi larvalarina besin
yolu ile kursun verilerek bu uygulamanin larvalarin
biyokimyasal = kompozisyonlari  lzerindeki etkileri
arastirilmistir. Elde edilen bulgular, bazi gruplarda organik
maddelerin miktarlarinda azalma oldugunu, bazilarinda
ise istatistiksel acidan Onemli bir degisim olmadigini
gostermistir. Agir metal uygulamasi sonucunda bdcegin
biyokimyasal kompozisyonunun az ya da c¢cok degismis
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olmasi onun gelisme, blylime, Greme gibi farkl fizyolojik
aktivitelerini dogrudan etkileyecektir. ileride yapilacak
¢alismalarda farkh agir metallerin bdcegin degisik
ozellikleri Gzerindeki etkilerinin incelenmesinin, bu
bocege karsi yilritilecek micadele yontemleri agisindan
faydali olacagi diisiincesindeyiz.
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