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Ozet. Bu calismada, Drosophila melanogaster’in ergin bireylerinde bulunan asetilkolinesteraz (AChE) enzim
aktivitesi iizerine Imidakloprid (IMI) ve Asetamiprid (ASE) insektisitlerinin etkileri arastirilmustir. Ayrica farkli
bitkilere ait su ekstraktlarinin (Salvia lavandulifolia, Hypericum scabrum, Capsella bursa-pastoris ve Teucrium
orientale) iyilestirici etkileri de in vivo olarak incelenmistir. Bu amagla iki deney grubu olusturulmustur. flk deney
grubunda ergin bireylere yalnizca farkli dozlarda insektisit (0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 ppm), diger deney grubunda ise
insektisit + bitki ekstraktlari (1:1 v/v) birlikte uygulanmistir. Uygulamalar sonucunda insektisitler doz artisina bagl
olarak ergin bireylerde AChE aktivitesini artirmustir (P<0,05). Ancak insektisitler bitkisel ekstraktlar ile birlikte

uygulaninca enzim aktivitesi tekrar kontrol grubuna yaklasmistir (P<0,05).
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Investigations on the Recovering of AChE Activity Alterations in Drosophila

melanogaster Caused by Neonicotinoid Insecticides by Using Some Plant Extracts

Abstract. In this study, the effects of Imidacloprid (IMI) and Acetamiprid (ACE) upon Acetylcholinesterase (AChE)
enzyme activity found in Drosophila melanogaster’s mature individuals were studied. In addition, curative effects of
different plants’ water extracts (Salvia lavandulifolia, Hypericum scabrum, Capsella bursa-pastoris and Teucrium
orientale) were analysed as in vivo. Two experimental groups were constituted for that reason. In the first
experimental group, individuals were implemented insecticide (0,5; 1,0; 1,5 and 2,0 ppm) only in different doses; in
the other experimental group, however, insecticide + plant extracts (1:1 v/v) were applied together. As a result of the
applications, insecticides increased AChE activity (P<0,05) in mature individuals depending on dosage increase.
However, when insecticides were applied together with plant extracts, enzyme activity got closer to the control group

(P<0,05).
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1. GIRIS

Neonikotinoidler, giiniimiizde yaygin olarak kullanilan insektisitlerin bir
grubudur ve imidakloprid (IMI) ile asetamiprid (ASE) bu gruba dahildir. Ozellikle
imidakloprid’in, 1s18a dayanikli olmasi ve boceklerde yiiksek toksisite gostermesi, diinya
capinda yaygin olarak kullanilmasini saglamistir [1,2]. Asetamiprid ise neonikotinoid grubunda
iiretimine baslanan ikinci bilesik olup ilk kez mospilan ticari adi ile Japonya’da satisa
sunulmustur [3]. Son yillarda IMI ve ASE gibi neonikotinoidler, hedef segici 6zelliginden
dolay1 organik fosforlu ve karbamatli pestisitlerin yerine siklikla kullanilmaya baglanmustir.
Cogunlukla emici bocekler ve bazi kelebekler ile kin kanathi zararlilari kontrol etmek igin

kullanilmaktadirlar [4].

Insektisitlerin gesitli canli gruplari iizerinde toksik etkili oldugu ve farkli gelisim
parametrelerini etkiledigi bilinmektedir. Beckage ve ark. [5] Cotesia congregata ile yaptiklari
bir ¢calismada, 10 pg azadiraktini 4. evre larvaya enjekte ettikleri zaman, deri degistirmenin
baskilandigin1 ve %100 Olimiin meydana geldigini belirlemislerdir. ABD’de pamuk ekim
alanlarinda diizenli imidakloprid kullanilmasina bagli olarak Microplitis croceipes disilerinde
Omiir uzunlugu ve konak arama yetenegi azalmistir [6]. Bir bagka ¢alismada da diklorvos ve
malation gibi insektisitlerin Attagenus megatoma’da omiir uzunlugunu kisalttigi, ovulasyon ve

iireme Ozelliklerini olumsuz etkiledigi goriilmiistiir [7].

Ulkemiz bitki cesitliligi yoniinden oldukca zengindir. Buna ragmen bitkilerin alternatif
tipta kullanimina dair ¢alismalar olduk¢a az ve yetersizdir. Oysa tibbi éneme sahip bitkiler,
iceriklerindeki antioksidan &zellige sahip bilesikler sayesinde canlilarda meydana gelen gesitli
hasarlarin ve hastaliklarin tedavisinde kullanilabilmektedirler [8,9]. Devi ve ark. [10] yaptiklar
bir ¢alismada, gastrik {ilser olusturulmus ratlara uygulanan Terminalia arjuna ekstraktinin
iilserin iyilesmesinde etkili oldugunu belirtmiglerdir. Ayni sekilde Kizilet ve ark. [11] etil metan
sulfonat (EMS) uygulamasindan sonra Drosophila melanogaster’de olusan genotoksik hasarm,
Rosa canina bitkisine ait etanol ekstresi ile giderildigini tespit etmislerdir. Yine R. canina
bitkisinin etanol ve su ekstraktlarmin insan lenfosit kiiltiirlerinde piretroid insektisitlerin sebep
oldugu mikroniikleus olusumunu inhibe ettigi de belirlenmistir [12]. Yapilan diger calismalarda
da Salvia officinalis, Sideritis perfoliata, Satureia thymbra, Laurus nobilis ve Pistacia palestina

bitkilerine ait ekstraktlarin insanda tiimor hiicrelerinin gelismesini engelledigi gézlenmistir [13].

Bu calismada, IMi ve ASE neonikotinoidlerine maruz birakilan D. melanogaster’'in
Oregon R yabanil soyuna ait disi ve erkek bireylerin beyin dokusunda bulunan

asetilkolinesteraz enzim (AChE) aktivitesindeki degisiklikler in vivo olarak arastirilmustir. Bu
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enzime ait muhtemel aktivite degisimlerinin 6nlenebilmesi ve organizmayr soka sokabilecek
olumsuz hemostaz sartlarmi inaktive edebilmek i¢in de farkli bitkilere ait su ekstraktlar: ile
(Salvia lavandulifolia, Hypericum scabrum, Capsella bursa-pastoris ve Teucrium orientale)

calisilmistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1 Kullamlan organizma

Deneylerimizde kullanilan D. melanogaster’in Oregon R soyu (Diptera: Drosophilidae)
yabanil tip (wild type) bir soydur. Bu soy, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii
Genetik Aragtirma Laboratuari’nda uzun yillardan beri kendilestirilmis homojen bir stoktur.
Kisa hayat devri (9-10 giin), ¢cok sayida yavru verebilmesi, yetistirilme sartlarinin ucuz olmasi
ve olasi varyasyonlarm kolaylikla gozlenebilmesi gibi sebepler Drosophila’y1 ideal bir deneysel

organizma haline getirmektedir [14].

2.2 Kullamlan kimyasal maddeler

Bu c¢alismada imidakloprid, asetamiprid, dietil eter, dimetil silfoksit (DMSO),
propiyonikasit (Sigma, St. Louis, MO) ve bakto-agar (Difco) kullanilmistir. Kafa
homejenatlarmin hazirlanmas1 igin kullanilan sivi azot ise Atatiirk Universitesi, Kimya

Boliimii’nden temin edilmistir.

2.3 Bitki orneklerinin toplanmasi

Salvia lavandulifolia Vahl. (Lamiaceae), Hypericum scabrum L. (Guttiferae) ve
Teucrium orientale L. (Lamiaceae) bitkileri Erzurum ili Palandéken Dagi’ndan (yaklasik olarak
2250 metre), Capsella bursa-pastoris L. Medik. (Brassiceae) bitkisi ise Atatiirk Universitesi
Kampiisii'nden (yaklasik olarak 1950 metre) 2013 yili Temmuz ay1 ig¢inde toplanmustir.
Bitkilerin teshisi Boliimiimiiz 6gretim iiyelerinden Yrd. Dog. Dr. Meryem Sengiil tarafindan

yapilmustir.
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2.4 Bitkisel su ekstraktlarinin hazirlanmasi

Toplanan bitki 6rnekleri direk 151k gérmeyen temiz bir ortamda kurutulup &giitiilmiistiir.
Her bitkiden ayr1 ayr1 100 gram 6giitiilmiis bitki kurusu tartilip 24 saat boyunca 70-80°C’deki
su banyosunda bekletilmis ve siizge¢ kagidindan siiziilen bitkilerin kalan sular1 da liyofilizator
ile uzaklastirilarak bitkilere ait su ekstraktlari elde edilmistir. Bu ekstraktlar i¢in; SLs,, HSq,
CBPy,, TOq, kisaltmalar1 kullanilmistir.

2.5 Ergin bireylere neonikotinoid ve bitkisel su ekstraktlarimin uygulanmasi

Deneylerimizde kullanilacak olan neonikotinoidlerden IMi ve ASE ile yapilan &n
caligmalar sonucu, 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 ppm olmak tizere dort doz belirlenmistir. 0,5 ppm’den
diisiik dozlarda enzim aktivitesi bakimindan herhangi bir etki goriilmezken, 2,0 ppm’in
istiindeki dozlarda yasayabilen birey elde edilememistir. Bu nedenle daha disiik ve daha

yiiksek dozlar ¢aligilamamuigtir.

IMI ve ASE’ye maruz birakilacak olan aym yash ergin bireyleri elde etmek igin,
standart Drosophila besi yeri (SDB) igeren kiiltiir siselerinde caprazlamalar yapilarak 6n stoklar
olusturulmustur. Pupadan ¢ikan aymi yasli (1-3 giinliik) ciftlesmemis 100’er disi ve erkek sinek,
kontrol ve uygulama gruplar i¢in bos kiiltiir siselerine konularak neonikotinoid uygulamasindan
2 saat Oonce ag¢ birakilmistir. Daha sonra SDB ve farkli dozlarda neonikotinoid igeren (0,5; 1,0;
1,5; 2,0 ppm) kiiltiir siselerine alimmiglardir. Kontrol ve uygulama gruplarinin diginda

insektisitlerin ¢oziiciisii olan %1 DMSO da negatif kontrol grubu olarak kullanilmuigtir.

Deneylerimizin diger uygulama grubunda ise SDB’ye ASE ve IMi’nin en yiiksek dozu
(2,0 ppm) ile bitkisel su ekstraktlart (SLs, HSsu, CBPg, TOgs 1:1 v/v) birlikte ilave edilmistir.

2.6 Homojenatin hazirlanmasi ve enzim aktivite 6l¢iimii

Calismamizda enzim kaynagi olarak D. melanogaster’in ergin disi ve erkek bireylerine
ait kafa homojenatlar1 kullanilmistir. Bu amacla, 80°C’de dondurulmus sinek kafalar1 siv1 azot
iceren havana alinip ezilmistir. Kafalarm grami bagma 10 ml %0,5 Triton X-100 igeren 0,1 M
fosfat tamponu (pH:7,4) eklenip +4 °C’de 13 000 rpm hizda 15 dakika santrifiyj edilmistir. Elde
edilen siipernatant, enzim kaynagi olarak kullanilmak iizere temiz bir tiipe alimmistir [15]. AChE

aktivite 6l¢limil i¢in Ellman yontemi kullanilmistir [16].
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2.7 istatistiksel analizler

Deneylerimizin sonucunda elde edilen sayisal verilerin istatistiksel analizleri igin SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 15.0 programi kullanilmigtir. Bu amagla Duncan’in

¢oklu karsilagtirma testi uygulanmistir.

3. BULGULAR

Bu ¢alismada, D. melanogaster’in Oregon R soyuna ait hem disi hem de erkek bireylere
farkli konsantrasyonlarda uygulanan IMI ve ASE’nin, beyin hiicrelerinde asetilkolinesteraz
enzim (AChE) aktivitesini kontrol grubuna gore artirdign goriilmiistiir (Tablo 1 ve Tablo 2).
Kontrol grubuna ait 9 9 de enzim aktivitesi dakikada 0,047; 43 de 0,048 enzim iinitesi (EU)
olarak olciilmiistiir. Insektisitlerin ¢oziiciisii olarak kullanmilan DMSO kontrol grubunda bu
degerler 22Q°de ve 4J°de 0,049 EU’diir. Kontrol ve DMSO kontrol gruplarmna ait degerler
arasindaki fark istatistiki olarak onemli degildir (P>0,05). 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 ppm IMI
uygulama gruplarinda ise 99 icin siras1 ile 0.054, 0,057; 0,072 ve 0,073 EU olan enzim
aktivite degerleri £'Jde 0,055; 0,058; 0,074 ve 0,077 EU’diir. 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 ppm ASE
uygulama gruplarinda da AChE aktivitesi Olglilmiis ve bu degerler 99 igin sirasi ile 0,055;
0,057; 0,067 ve 0,076 EU; 33 de ise 0,057; 0,060; 0,077 ve 0,080 EU olarak bulunmustur.
Kontrol ve uygulama gruplari enzim aktivitesine ait degerler bakimindan karsilagtirildigi zaman,
her iki neonikotinoidin artan konsantrasyonuna bagli olarak hem 9% hem de 4J’°de enzim
aktivitesi artmustir. Uygulama gruplar1 ve kontrol gruplari arasindaki fark P<0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur. Ancak disi ve erkek uygulama gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildigi
zaman, hem IMI’de hem de ASE’de 3 ve 4 nolu gruplar ile 5 ve 6 nolu gruplar arasindaki fark
onemsizken (P>0,05), ilk iki grup (3-4) ve son iki grup (5-6) arasindaki fark artan enzim
aktivitesinde dolay1 6nemli (P<0,05) bulunmustur (Tablo 1 ve Tablo 2).
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Tablo 1. IMI ve IMi+bitki ekstraktlart uygulanan D.melanogaster’in ergin bireylerine ait AChE aktivite degerlerinin
karsilastirilmasi

Imidakloprid
Uygulama AChE Aktivite Degerleri (EU)
Gruplari (ppm) Disi Popiilasyon Erkek Popiilasyon

KONTROL (1) 0,047 0,048"
DMSO (2 0,049 0,049
0,5 (3) 0,054° 0,055"
1,0 (4) 0,057° 0,058"
1,5 (5) 0,072° 0,074
2,0 (6) 0,073 0,077¢
Imidakloprid + Bitki Ekstraktlar1 (1:1 v/v) (2 ppm)
iMi + SL (7) 0,048" 0,049
iMi + HS (8) 0,051° 0,054°
iMi+CBP (9) 0,052° 0,057"
IMIi+TO (10) 0,052° 0,055"

*Ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (P<0,05).

Deneylerimizin ikinci kisminda, 99 ve &3 de gozlenen AChE aktivitesindeki artisin
giderilebilmesi igin, besiyerine 2,0 ppm IMi ve ASE ile birlikte CBPs,, HSq, SLs ve TOgy
ekstraktlar1 (1:1 v/v) ilave edilmistir. IMI + CBPy, / HSs, / SL, / TOs, deney gruplarinda AChE
aktivitesi @9 i¢in siras1 ile 0,048; 0,051; 0,052 ve 0,052; && icin de 0,049; 0,054; 0,057 ve
0,055 EU olarak &lgiilmiistiir. ASE + CBPs, / HSs / SLsu / TOs, deney gruplarinda ise AChE
aktivitesinin @ @ i¢in siras1 ile 0,049; 0,052; 0,054 ve 0,054; 3& i¢in de 0,051; 0,055; 0,057 ve
0,058 EU oldugu goriilmiistiir. Elde edilen bu verilere gore, kullamlan tiim bitkisel ekstraktlar
2,0 ppm IMI ve ASE’nin sebep oldugu AChE aktivitesindeki artis1 diisiirmiis (P<0,05) ve bu

degerler kontrol grubu degerlerine yaklagmustir.
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Tablo 2. ASE ve ASE+bitki ekstraktlart uygulanan D. melanogaster’in ergin bireylerine ait AChE aktivit degerlerinin
karsilastirilmasi

Asetamiprid
Uygulama AChE Aktivite Degerleri (EU)
Gruplan (ppm) Disi Popiilasyon Erkek Popiilasyon
KONTROL (1) 0,047 0,048"
DMSO (2 0,049 0,049
0,5 (3) 0,055" 0,057°
1,0 (4) 0,057° 0,060°
1,5 (5) 0,067 0,077¢
2,0 (6) 0,076 0,080°
Asetamiprid + Bitki Ekstraktlar (1:1 v/v) (2 ppm)

iMi + SL (7) 0,049 0,051
iMi + HS (8) 0,052° 0,055"
iMi+CBP (9) 0,054° 0,057°
IMIi+TO (10) 0,054° 0,058"

*Ayni siitunda ayni harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degildir (P<0,05).

4. TARTISMA

Neonikotinoidler, nikotinik asetilkolin reseptdrlerinin (nAChR) agonistidir. Asetilkolin
(ACh) ise viicutta norotransmitter bir madde olarak gorev yapar ve asetilkolinesteraz (AChE)
enzimi ile kolin ve asetik asite hidroliz edilir [17]. Bu enzim, organizmada sinir dokuda ve

ozellikle beyin hiicrelerinde, kas dokuda ve kan dokuya ait eritrositlerde bulunmaktadir [18].

Deneylerimizde kullandigimiz IMI ve ASE, D. melanogaster’in her iki eseyinde de
beyin hiicrelerinde AChE aktivitesini artirmugtir (P<0,05). Enzim aktivitesindeki artig daha dnce
yapilan c¢alismalarda farkli balik tiirlerinde ve Sprague-Dawley sigan yavrularinda da
gozlenmistir [19]. AChE’nin bazi organizmalarda kas, bazi organizmalarda ise beyin
hiicrelerinde ki artisinin nikotinik asetilkolin reseptorlerinin (nAChrR) islevinin azalmasindan
kaynaklandigi ve buna bagli olarak ¢esitli norotoksik etkiler yaptigi bildirilmektedir [19]. Bu
etkiler D. melanogaster’de kanatlar1 germe, abdominal titreme, siddetli viicut sarsintisi,

halsizlik ve sonunda canlinin 6limii seklinde goézlenmektedir. Liu ve ark. [20] tarafindan
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yapilan bir c¢ahismada, nAChR blokaji yoluyla nérotoksik etki gosteren IMi’nin, D.

melanogaster’in nAChR’lerine siganlardan daha fazla afinite gosterdigi bildirilmistir.

Insektisitleri de kapsayan gevresel Kkirleticilerin oksidatif potansiyelleri, canlida
oksidatif strese neden olmaktadir. Oksidatif stres, reaktif oksijen partikiilleri (ROS) olugumu ile
antioksidant savunma Kkapasitesi arasindaki dengenin bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
Canlida artan serbest radikaller karbonhidrat, protein, lipit ve niikleik asit gibi biyomolekiilleri
veya hiicresel komponentleri etkileyerek yeni serbest radikalleri olustururlar ve hiicrede yapisal
hasarlar ile metabolik degisikliklere yol agarlar. Hiicresel hasarm giderilebilmesi icin, son

yillarda yapilan ¢alismalar, ¢esitli bitkilerin bu amagla kullanilabilecegini gostermistir [21].

Kizilet ve ark. [11] D. melanogaster’e EMS uygulamasindan sonra olusan genotoksik
hasarm, Rosa canina bitkisine ait etanol ekstresi ile giderildigini tespit etmislerdir. Yine R.
canina bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin insan lenfosit kiiltiirlerinde piretroid insektisitlerin
sebep oldugu mikroniikleus olusumunu inhibe ettigi de belirlenmistir [12]. Teucrium cinsine ait
bitkiler yara iyilestirici, Salvia officinalis, Sideritis perfoliata, Satureja thymbra, Laurus nobilis
ve Pistacia palestina bitkilerine ait ekstraklar da insanlarda timor hiicrelerinin gelismesini
Onleyici 0Ozellige sahiptir [22]. Ramos ve ark. [23]'na gore farkli Salvia tiirlerinin sulu
ekstraktlarinda bulunan rosmarinik asit ve Iuteolin-7-glukozit, oksidatif ajanlara maruz
birakilmig olan Caco-2 ve HeLa hiicrelerini oksidadif DNA hasarina karsi korumakta ve DNA
onarimmi uyarmaktadir. Benzer sekilde Hypericum perforatum’da insan damar dokusunda

serbest radikal iiretimini inhibe etmektedir [24].

Bu c¢alismada, IMI ve ASE’nin nAChrR’ye baglanmasi nedeniyle nAChrR blokajina
bagh olarak gozlenen AChE aktivitesindeki artisin daha yiiksek dozlarda sinir-kas kavsagini
etkileyerek paraliz ve 6liime sebep oldugu da gbzlenmistir. Ancak tibbi degeri olan ve alternatif
tipta da kullanilan S. lavandulifolia, H. scabrum, C. bursa-pastoris ve Teucrium orientale
bitkilerine ait su ekstraktlari, serbest oksijen radikallerini siipiiriicii molekiilleri ile D.
melanogaster’in her iki eseyinde de beyin hiicrelerinde oksidatif strese bagl enzim

aktivitesindeki artig1 degisen oranlarda inhibe etmistir.
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