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Aliiminyum oksitin Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera: Pyralidae) larvalarinda
total hemosit sayilari iizerine etkileri
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Ozet: Agir metaller, cevre kirliliginin 5nemli etkenlerinden biridir. Agir metal kirliligi sadece hayvanlarda biiyiime, {ireme, hayatta kalma
ve metabolizma ile degil ayn1 zamanda dogustan gelen bagisiklik sisteminde de zararli etkilere neden olabilir. Yapilan ¢alismada, Galleria
mellonella son evre larvalarinin birinci arka bacaklarina Al203 ¢ozeltisinin farkli derigimleri (10, 50 ve 100 pg/mL) Hamilton enjektori
yardimryla enjekte edilerek 2, 4 ve 8 saatlik siirelere maruz birakilmistir. Uygulama sonunda kontrol ve deneme gruplarindan alinan
hemolenf 6rnekleri ile total hemosit sayisi belirlenmistir. Elde edilen veriler sonucunda, Al203 ¢dzeltisine maruz birakilan G. mellonella
larvalarmin maruz birakilan etki siirelerinde total hemosit sayisinda kontrole gore tiim konsantrasyonlarda azalma meydana gelmis ve bu
azalma istatistiki agidan onemli bulunmustur. G.mellonella larvalarimin total hemosit sayilarinda meydana gelen bu degisimler, ¢evre
kirliligi diizeylerini degerlendirmede iyi bir model organizma olarak kullanilabilirligini ve bagka tiirler iizerinde de yapilacak immiinolojik

ve fizyolojik ¢aligmalara yol gosterebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Aliiminyum oksit, Total Hemosit Sayist

Effects of Aluminum Oxide on Total Hemocyte Counts of Galleria mellonella (L.) (Lepidoptera:
Pyralidae) Larvae

Abstract: The heavy metals are one of the important factors of environmental pollution. Heavy metal pollution can cause adverse effect
not only on growth, reproduction, survival, and metabolism in animals, but also effects the innate immune system adversely. Different
concentrations of Al203 solution (10, 50 and 100 pg/mL) were injected into the proleg of the last instar Galleria mellonella larvae by
Hamilton injector for 2, 4 and 8 hours. Then, the total hemocyte count was determined with the hemolymph obtained from the control and
experimental groups. As a result of the data obtained, G. mellonella larvae exposed to Al2Os solution showed a decrease in total hemocyte
count in 2, 4 and 8 hours in all concentrations compared to the control and this reduction was found to be statistically significant. Changes
in hemocyte numbers of G. mellonella larvae have shown that it can be used as a good model organism in evaluating environmental
pollution levels and it can also lead to immunological and physiological studies on other species.
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1. Giris yiiksek yogunlukta ve diisiik miktarda pek ¢ok toksik metal
bulunmaktadir (Symon ve Hutton 1986; Hawkes 1997;
Suganya ve ark. 2016; Sadhu ve ark. 2018). Aliiminyum ise
yer kabugunun yaklagik % 8' ini olusturan onemli bir
metaldir (Barabasz ve ark. 2002). Bu metale maruz kalan
organizmalarin kan, sinir, solunum, iskelet ve bagigiklik
sistemi de dahil olmak ftizere farkli biyolojik sistemlerinde
toksisiteye neden olmaktadir (Willhite ve ark. 2014). Ayrica
aliminyum toksisitesi, farkli mekanizmalarla gosterilen

Kentlesme ve sanayi endiistrilerinin biiyikk bir hizla
gelismesi sonucu ortaya c¢ikan metal kirliligi cevre
problemlerinden biridir. Metallerin, ¢evreye yayilmasinin
esas nedenleri dogal (volkan, erozyon) ve antropojenik
faaliyetlerin (tarimsal, endiistriyel siiregler) bir sonucudur
(Florea ve ark. 2004; Florea 2005; Biisselberg ve Florea
2006). Kursun (Pb), civa (Hg), kadmiyum (Cd), krom (Cr),
arsenik (As), talyum (TI), aliiminyum (Al) gibi nispeten
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kan-beyin bariyer gegirgenliginin artirilmasi, fosforilasyon-
defosforilasyon siireglerine miidahale edilmesi ve daha
sonra serbest radikallerin {retimi ve ikincil haberci
sisteminin ~ bozulmastyla  birlikte  degisen  iyon
metabolizmasini igermektedir (Agarwal ve ark. 1996; El-
Demerdash ve ark. 2020). Alimiinyumun organizmaya
etkisi uygulanan derisim ve etki siiresine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Onur 1997). Aliiminyum dogada
saf halde bulunmayan, organizmaya verildiginde emilimi ve
dagilimi iyi olan bir bilesendir. Giiniimiizde ise daha gok
aliminyum tuzlart olan Aliminyum hidrir (AlH3),
Aliminyum kloriir (AlCI3), Aliiminyum oksit (Al2O3),
Aliminyum siilfat (Al,SO4); olarak kullanilmaktadir
(Alkan ve ark. 2006). Aliiminyum oksit, AlOz kimyasal
formiiliine sahip bir aliiminyum ve oksijen bilesiginden
olusmaktadir (Pehlivan 2018). Al,Os; katalizor, yalitim,
ylizey koruyucu kaplama ve alasim, ulasim, kimya ve gida
sanayisi gibi genis bir kullanim alanina sahiptir (Piriyawong
ve ark. 2012). Bu metaller organizmaya su, hava ve besin
yoluyla alinmaktadir. Ancak fazla miktarda alinan metal
bilesikler, organizmada birikerek bir tehlike olusturdugu
icin ekosistemi bozmakta ve bazi organizmalarin hayati
iizerinde toksik etkilere neden olmaktadir (Gupta 2013,;
Suganya ve ark. 2016). Metallerin ekosistemdeki
toksisitesini, biyolojik birikimini ve biyotransferini
incelemek ve gevre kirliligi diizeylerini degerlendirmek i¢in
bocekler biyoindikatér olarak kullanilan iyi bir model
organizma olarak kabul edilmistir (Banville ve ark. 2012;
Wu ve Yi 2015).

Calismada kullanilan Galleria mellonella larvalarinin ticari
yonden {iretime uygun olmasi, oda sicakliginda iiretiminin
kolay ve kisa siirede yapilmasindan dolayt son yillarda
model organizma olarak immiinolojik, morfolojik ve
fizyolojik c¢aligmalarda kullanilmaktadir. Farkli tiir
organizmalarda aliiminyum  oksitin organizmaya
alindiginda hemosit sayilar1 {izerine toksik etkileri ile ilgili
calismalar  smurlt  sayidadir.  Sunulan  ¢aligmada,
G.mellonella larvalarina Al,O3 ¢dzeltisinin farkli
konsantrasyonlar1 (10, 50 ve 100 ng/mL) enjekte edilip 2,
4 ve 8 saatlik siirelerin sonunda total hemosit sayilar
iizerine olan etkileri arastirilmistir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Larvalarin elde edilmesi

G. mellonella, 28 + 2°C sicaklik ve %70+5 bagil neme
sahip laboratuvar kosullarinda Bronksil (1961) tarafindan
belirlenen yar1 sentetik besin kiiltiiriinde yetistirilen
larvalardan elde edilmistir. Stok kiiltiiriin devamlilig:
besin kavanozu igerisine konulan ergin boceklerin
giftleserek besin ilizerine yumurta birakmalart ile
saglanmistir. Deneylerde bu yumurtalardan ¢ikan larvalar
kullanilmistir.

2.2. AlOs
Uygulanmast

Cozeltisinin Hazirlanmast ve Larvalara

Al;O3 ¢ozeltisinin derisimi 1000 mg/L olacak sekilde
ultra saf su igerisinde ¢oziilmistiir. G. mellonella son evre
larvalarinin birinci arka bacaklarina Al;O3 ¢6zeltisinin 10,
50 ve 100 pg/mL derisimleri Hamilton enjektori
yardimiyla uygulanmistir. Kontrol grubunda ise saf su

196

Eurasian J Bio Chem Sci, 3(Ek 1):195-198, 2020

enjekte edilmistir. Uygulamadan 2, 4 ve 8 saatlik siireler
sonunda larvalardan alman hemolenf ile total hemosit
sayilar1 incelenmistir.

2.3. G. mellonella Larvalarinin Total Hemosit Sayilarinin
Belirlenmesi

Hemolenf érnekleri alinmadan once larvalar -20°C"de 15-
20 saniye bekletilerek hareketlerinin = yavasglamasi
saglanmustir. Larvalar %95°1ik etanol ile silindikten sonra,
birinci arka bacak {istiinden ince uglu diseksiyon ignesi ile
delinip mikrokapiler tip (SIGMA) yardimiyla 10 pL
hemolenf alinarak igerisinde N-phenylthiourea (Sigma
Aldrich) (PTU) bulunan ependorf tiiplere aktarilmustir.
Alinan hemolenf 6rneginden 4 pL alinarak, buz iizerinde
bekletilen ve igerisinde 36 pL antikoagulant (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
aktartlmigtir. 1:10 oraninda seyreltme yapilan hiicre

sispansiyonundan 10  pL  alinarak  Neubauer
hemositometresine yiiklenmistir. Hemositler, Leica
DM750 marka mikroskopta sayilarak, bir mililitre
hemolenfteki hemosit sayist belirlenmigtir. Sayilan
hemositler, Jones (1962) methodu kullanilarak
hesaplanmugtir.
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Sekil 1. G. mellonella larvalarinin hemolenfindeki total hemosit
sayist. SNK testi; “*” her uygulama grubu icin istatistiksel
farkliliklart belirtmek i¢in kullanilmistir (p<0.05).

Cevre kirleticisi olarak bilinen metal ve metal bilesikler
atmosfer, hidrosfer, litosfer ve biyosfer arasinda hareket
eden tiim ekosistemlerin dogal bilesenleridir (Bargagli
2000; Biisselberg ve Florea 2006). Metal kirliliginin baslica
kaynagi olan volkanik patlamalar, madencilik ve sanayi
endiistrileri, hidroelektrik santralleri, fosil yakitlariin
yanmasi ve tarim sisteminin (Pandey ve ark. 2016)
olusturdugu toksik etkiler, organizmalarda birikerek
canlilar i¢in tehlike olusturmaktadir. Boceklerin bagisiklik
sisteminde hemositler savunma mekanizmasinin énemli bir
kismmi olusturmakta (Wu ve ark. 2016) ve baz
organizmalarda hemosit yogunlugu, omurgasizlarin
dogustan gelen immiinolojik etkisinin degerlendirilmesi
icin bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir (Kacsoh ve
Schlenke 2012). Yapilan galigmada, deney siiresi sonunda
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tim uygulama gruplarinda mortalite gézlenmemistir. Total
hemosit sayisinda 2 saatlik siirede kontrole oranla 10, 50 ve
100 pg/mL uygulanan gruplarda sirastyla % 65, % 34 ve %
55 oraninda, 4 saatlik siirede kontrole gore % 50 , % 59 ve
% 62 oraninda, 8 saatlik etki siiresinde ise % 41 , % 31 ve
% 94 oraninda azalma meydana geldigi tespit edilmistir.
Meydana gelen bu azalma istatistiki acidan Onemli
bulunmustur (p<0.05; Sekil 1). Cevresel kosullardaki
degisikliklerden etkilenen total hemosit sayis1 patojenler,
parazitler ve ksenobiyotiklerinde (insektisit, agir metal)
dahil oldugu farkl tipteki stres faktorlerinden de etkilenerek
degisiklik gostermektedirler (Bergin ve ark. 2003; Wu ve Yi
2015). Yapilan bir ¢aligmada, G. mellonella' nin ikinci evre
larvalarina farkli derisimlerde (100, 500, 1000, 3000 ve
5000 pg/mL) ZnO NP'leri eklenmis ve larvalarin hemosit
sayilar1 belirlenmistir. ZnO NP' lerinin farkli derisimlerine
maruz kalan gruplarin hemosit sayisinin 6nemli dlgiide
azaldig1 tespit edilmistir (Eskin ve ark. 2019). Metal
toksisitesi ve beraberinde getirdigi olumsuzluklar agir metal
tipine, uygulanan hayvan tiiriine, maruz birakilan doza ve
hayvanin yasamsal evresine bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Yilmaz 2013). Helicoverpa armigera
(Lepidoptera: Noctuidae) larvalarmin besinine farkl
dozlarda kadmiyum ve bakir ilave edildiginde 12.5 mg / kg
Cd konsantrasyonunda total hemosit sayis1 azalirken, 50
mg/kg Cd ve Cu konsantrasyonunda onemli bir sekilde
artmigtir. Boceklerin bulundugu ortamdaki stres faktorleri
altinda total hemosit sayilarindaki goriilen azalmanin
nedeni, kan hiicrelerinin dolasimdan dokulara gecmis
olabilecegini diigiindirmektedir (Sendi ve ark. 2018).
Ayrica aliminyumun da ¢dziinebilir formu birgok metal
gibi hedef organlarda daha iyi emildigi ve dagildigt icin
boceklerin bagisiklik sistemine hizli bir sekilde etki edebilir
(Pastact ve ark. 2010). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise G.
mellonella besinine farkli dozlarda aliiminyum kloriir
(AICI,) eklenmis, bocegin larva ve pupa gelisim siiresinin
ve ergin Omir uzunlugunun kisaldigi ancak yas
agirliklarinin, esey oranlarimin, morfolojisinin ve hemosit
sayisinin metalden etkilenmedigi goriilmistiir (Yilmaz
2013). AlLOs;  ¢ozeltisinin -~ farkli  konsantrasyon
uygulamalarinin, bdcekler {izerinde goézlenen toksik etki
mekanizmasinin bilinmesi zararli boceklerle miicadelede,
hedef olmayan organizmalara ve ¢evreye daha az olumsuz
etkisi olan yeni kimyasal metotlarin gelistirilmesine olanak
saglayabilecegi diigiiniilmektedir.

4, Sonuclar

Yapilan c¢alismada, G. mellonella larvalarinda Al,Os
¢Ozeltisinin farkli derisimlerinin 2, 4 ve 8 saatlik etki
siresine maruz birakilarak immiinolojik etkilerinin
belirlenmesiyle, larvanin hemolenfinde bulunan total
hemosit sayilarindaki farkliliklar tespit edilmistir.
Denenen tiim uygulama gruplarindaki total hemosit
sayilarindaki azalmanin hemositler ile olusan fagositoz,
enkapsiilasyon ve nodiilasyon gibi immiin savunma
yanitlarinin =~ metale  maruz  kalan  bdceklerin
hemolenfindeki toksisite diizeyine bagli olarak meydana
gelmis olabilecegi ve organizmaya alinan AlOs ile
metallerin, kan hiicrelerindeki proteinlere baglanarak
hemositlerin ~ fonksiyonlarmi  etkilemis  olabilecegi
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diistilmektedir. Ayrica c¢evre kirliligi  diizeylerini
degerlendirmede G.mellonella’nin  bir  biyoindikator
olarak kullanilacagi ve bagska tiirler tizerinde yapilacak
immiinolojik, fizyolojik,  morfolojik ve genotoksik
calismalara da 11k tutacagi diisiiniilmektedir.
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