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Oksin grubunun en onemli tiyelerinden biri olan indol-3-asetik asit (IAA) bitki, mantar ve bakteriler
tarafindan endojen olarak iretilen bitki bilyiime diizenleyicidir. Biiyiikk balmumu giivesi Galleria
mellonella, tarimda yaygin olarak kullanilan IAA’ya dogal ortaminda maruz kalabilmektedir. Bu
nedenle, son yillarda model organizma olarak kullanilan G. mellonella larvalarinin hemolenf
kimyasindaki degisikliklere IAA nin etkileri incelendi. G. mellonella larvalarinin diyetlerine IAA nin
farkli dozlar1 (50, 500, 1000, 5000 ve 10000 ppm) eklenerek verildi. IAA hemolenf karbohidrat, lipit
ve protein seviyelerinde doza bagli bir sekilde degisiklige neden oldu. IAA uygulamasina bagh olarak,
larval hemolenfteki toplam glikojen ve protein miktarinda biitiin dozlarda azalma belirlenirken, toplam
lipit miktarinda ise artis gozlendi. Sonuglarimiz IAA uygulamasmm boceklerde 6nemli fizyolojik
degisikliklere neden olabilecegini gostermektedir. Bu durum pestisitler kadar bitki biiyiime
diizenleyicilerin de ekotoksik riskleri tizerinde gerekli calismalar yapilmasi gerektigini gostermektedir.

Abstract
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Indole-3-acetic acid (IAA), one of the most important members of the auxin group, is a plant growth
regulator and produced endogenously by plants, fungi and bacteria. The greater wax moth Galleria
mellonella can be exposed in its natural environment to IAA, which is widely used in agriculture.
Therefore, the effects of IAA on changes in hemolymph chemistry of G. mellonella larvae, which
were used as a model organism in recent years, were examined. Different doses of 1AA (50, 500,
1000, 5000 and 10000 ppm) were added to the diets of G. mellonella larvae. IAA caused changes in
hemolymph carbohydrate, lipid and protein levels in a dose-dependent manner. While a decrease in
the total amount of glycogen and protein in the larval hemolymph were determined at all doses of
IAA, an increase in the total amount of lipid was observed in the larval he-molypmh. Our results show
that 1AA treatment can cause significant physiological changes in insects. This situation shows that
necessary studies should be done on the ecotoxic risks of plant growth regulators as well as pesticides.

1. Giris

Bitki biiylime diizenleyicileri (BBD) inhibitér ve
uyarict yolaklar1 uyararak bitki biiyiimesini diizenleyen
kimyasallardir [1]. Yaygmn olarak tarimsal iirlinlerin
dretimini gelistirmek i¢in kullanilmaktadirlar [2]. Bitki
hormonlarindan oksinlerin en ¢ok bulunan formu indol-3-
asetik asit (IAA)’tir. Hemen hemen biitiin bitkiler
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tarafindan sentezlenir [3]. IAA’nin toksik etkileri
nedeniyle ¢esitli Lepidopteran tiirlerde biiylime, iireme,
immiinoloji, hayatta kalma, gelisim siireleri ve hemosit
tepkileri tiizerinde olumsuz etkilerinin olduguna dair
kanitlar bulunmaktadir [4,5]. Pestisitler gibi BBD’lerin de
gevrede asirt ve kontrolsiiz kullaniminin ekosistem
iizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi
disiiniilmelidir.

Lepidoptera takimina ait tiirlerin birgogu tarim zararlisi
olmalar1 nedeniyle ekonomik agidan dikkat edilmesi
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gereken  boceklerdir.  Bu  boceklerle  galismalar
yapilabilmesi i¢in uygun laboratuvar kosullarinda
yetistirilebilmeleri gerekmektedir. Bu nedenle seri tiretim
i¢in iyi ve daha ucuz sentetik besinler ve in vitro kiiltiir
teknikleri gelistirilmistir [6]. Sentetik besinlerle kiiltiire
alinan bir Lepidopteran tiirii olan G. mellonella fizyolojik,
immiinolojik ve toksikolojik incelemeler ig¢in model
organizma olarak daha fazla ilgi gérmektedir [2,7]. Bir¢cok
calismada daha ¢cok TAA’nin insan ve omurgalilar {izerinde
teratojenik [8,9,10] ve biyokimyasal [11,12] etkileri
gosterilmistir. Bununla birlikte IAA’nin 6zellikle bocekler
iizerindeki biyolojik etkileri ile ilgili benzer calismalar
oldukga siirlidir. Bu nedenle, ¢alismamizda model bocek
olarak kullanilan biiyiik bal mumu giivesi G. mellonella
larvalarindan alinan hemolenfin toplam glikojen, lipit ve
protein icerigi [AA dozlarina gore degerlendirildi.

2. Malzeme ve Yontem

2.1. Laboratuvar,
Hemolenf Toplama

Biyolojik Analizler ve

G. mellonella kiiltiirliniin gelisimi igin optimal degerler
olan 25 + 2°C sicaklik, %60 + 5 bagil nem ve 12: 12 saat
A: K (Aydinlik: Karanlik) fotoperi-yot sartlarinda
yetistirildi. IAA’yt (Merck 10 g, Darmstadt, Almanya,
CAS 87-51-4) 1 N NAOH ile ¢ozdiikten sonra farkli
konsantrasyonlarda (50, 500, 1000, 5000 ve 10000 ppm)
soliisyonlar hazir-land1 ve ayn1 oranda Sak ve digerlerinin
(2006) onerdigi sentetik besine eklendi [13]. IAA uygula-
malarinda kullanilan G. mellonella son evre larva-larmin
(0,18+0,2 g) farkli zaman ve farkli siiksesif kiiltiirlerden
alinmasia O6zen gosterildi. Larvalarin ig¢ilincii 6n bacak
bolgesi ince uglu diseksiyon igne-siyle delindi. Bu
bolgeden mikrokapiller tiip ile 10 pl hemolenf ¢ekildi.
Daha sonra 0,001 g 1-fenil-2-tiyoiire (Merck, CAS 103-85-
5) igeren tiiplere ali-narak toplam glikojen, lipit ve protein
analizleri yapilincaya kadar -80°C’de saklandi. Analizden
once tim hemolenf ornekleri +4°C’de Microfuge® 22R
Marka satrifiijde 10.000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Her bir
doz ve kontrol grubu igin farkli za-manlarda her biri beger
seriden olusan tiger tekrar yapildi.

2.2. Toplam glikojen, lipit ve protein tayini

Hemolenfdeki glikojen Van Handel (1985)’in antron
testi ile dlgiildii [14]. Glikojen standart gra-figi i¢in saf
glukoz (Merck, CAS 50-99-7) kullamil-di. Larval
hemolenfteki toplam lipit miktar1 Olson vd. (2000)’nin
Van Hendel (1985)’den modifiye ettikleri vanilin-fosforik
asit metodu ile belirlendi [14,15]. Standart egri icin
%0,1°lik musir yagi (Merck, CAS 8001-30-7) kullanildi.
Toplam protein ise standart olarak sigir serum albiimini
(BSA) (Sigma Aldrich, CAS 9048-46-8) kullanilarak
Bradford  (1976) yontemiyle  belirlendi [16].
Spektrofotometrede (SPEKTROstar Nano, Ortenberg,
Almanya) glikojen 625 nm, lipit 525 nm ve protein 595 nm
dalga boyunda 6l¢iildii. Tim deneyler ii¢ kez tekrar edildi.

2.3. istatistiksel analiz

Elde edilen degerler i¢in normallik ve homojenlik testi
yapildiktan sonra, parametrik testlerde verilerin homojen
olup olmamasina gore Tukey HSD ya da Tamhane T2 post
hoc testleri yapildi. Parametrik olmayan testlerde Kruskal
Wallis ve Mann Withney U testi uygulandi (Windows igin
stirim 18.0, SPSS Science, Chicago). Sonuglar arasindaki
fark p<0,05’e gore istatistiksel olarak anlamli-anlamsiz
bulundu.

3. Bulgular ve Tartisma

Hemolenf icerigindeki glikojen, lipit ve protein
miktarlarindaki degisiklik Tablo 3.1°de gosteril-mektedir.
IAA, toplam glikojen ve protein mikta-rinda kontrol
grubuna gore biitiin dozlarda azalma-lara, toplam lipit
miktarinda ise tiim dozlarda artisa neden oldu.

Glikojen miktarinin kontrol grubunda 0,02+0,00 mg
iken en yiiksek dozda 0,01£0,00 mg’a distigi ve
azalmanin yaklasik %50 oraninda oldugu tespit edildi.
Ancak lipit miktar1 kontrol grubunda 3,71+1,02 mg iken en
yitksek dozda 24,06+5,00 mg’a ¢ikarak, yaklagik 6 katlik
bir artig gosterdi. Spektrofotometrik Olgiimler G.
mellonella hemolenf protein miktarinda dozla orantili
olarak oldugu goriildii. Kontrol grubunda
18,70+0,88 mg olan protein miktarmin en yiiksek dozda
11,43+1,01 mg’a distigli ve azalmanmn yak-lasik %28
oraninda oldugu gozlendi.

azalma

39



Fevzi UCKAN ve dig. / Koc. Uni. Fen Bil. Der, 4(1): (2021) 38-42

Tablo 3.1. G. mellonella larvalarinda toplam glikojen, lipit ve protein igerigindeki degisiklikler

Dozlar Toplam Glikojen (mg/ml) Toplam Lipit (mg/ml) Toplam Protein (mg/ml)
IAA (ppm) Genislik (O“Sa:;'j‘“ * Genislik (O“Sa:;‘:‘a * Genislik (O”Sa:f;‘j‘a *
0 0,02-0,024 0,022+0,0022 2,18-5,15 3,71+1,016° 17,62-19,75 18,70+0,882
50 0,01-0,021 0,01620,005° 4,06-6,35 5,31+0,96° 15,33-17,68 16,86+1,01°
500 0,011-0,019 0,015+0,003° 7,18-9,35 8,18+0,91°¢ 13,55-16,98 15,78+1,60°
1000 0,013-0,018 0,015+0,002° 9,27-12,60 10,77+1,40¢ 11,13-13,33 12,32+0,92°
5000 0,009-0,013 0,011+0,002° 12,81-16,97 14,42+1,85¢ 10,09-14,36 12,62+1,86%
10000 0,01-0,015 0,012+0,002° 18,90-30,68 24,06+5,002f 10,08-12,71 11,43£1,09¢

* Sonuglar her biri 5 bireyin hemolenfinden elde edilen 3 tekrara aittir. Ortalama ve standart hata (Ortalama+ SH). Ayni siitunda (a-f)
ayni1 harfi tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir (p<0,05)

Altuntas (2015)’m caligmasinda ethephon
uygulamasinda larva hemolenfindeki toplam lipit ve
glukoz seviyelerinde kademeli bir azalma gozlenmistir [2].
G. mellonella i¢in BBD'lerden biri olan gibberellik asit ile
ilgili gesitli ¢alismalarda da benzer sonuglar gozlenmistir
[1,17]. Calismamizda IAA uygulamasimin toplam glikojen
ve protein miktarinda bir azalmaya (Sekil 3.1, Sekil 3.3),
lipit miktarinda ise bir artisa neden oldugu gozlendi (Sekil
3.2). Protein ve glikojen miktarindaki azalmalar, IAA’nin
olusturdugu strese bagli hiicre ve doku hasarlarimin onarimi
icin kullanimina bagli olabilir.

0,03
£ 0025 2 X
2 002 by 0 ppm
= 350 ppm
= 0015 ¢ ¢ PR
= m500 ppm
g o01
5 {31000 ppm
= 0,005 25000 ppm
e 0 @10000 ppm

IAA (ppm)

Sekil 3.1. IAA uygulamasi sonucu G. mellonella
larvalarinda  total  glikojen  igerigindeki
degisiklikler. Sonuglarin her biri 5 bireyin
hemolenfinden elde edilen 3 tekrara aittir
(Ortalama + standart hata). Ayni harfi tagiyan
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir (p<0,05).
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Sekil 3.2. IAA uygulamasi sonucu G. mellonella
larvalarinda total lipit icerigindeki degisiklikler.
Sonuglarin her biri 5 bireyin hemolenfinden elde

edilen 3 tekrara aittir (Ortalama + standart hata).
Ayni harfi tasiyan degerler arasindaki fark
istatistiksel olarak dnemsizdir (p<0,05).
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Sekil 3.3. IAA uygulamasi sonucu G. mellonella
larvalarinda total protein icerigindeki
degisiklikler

Sonuglarin her biri 5 bireyin hemolenfinden elde edilen
3 tekrara aittir (Ortalama + standart hata). Aymi harfi
tasiyan  degerler
onemsizdir (p<0,05).

IAA’ya maruziyet sonucu larval hemolenfdeki toplam
protein igeriginde gozlenen azalma, ayni zamanda
organofosforlu insektisitlere maruz kalan Bombyx mori
larvalarinin hemolenf protein miktarinda bir azalma
bulunan Nath ve digerlerinin (1997) daha O6nceki bir
caligmasin1 da desteklemektedir [18]. Calismamiz artan
protein katabolizmasinin IAA kaynakli stresi telafi etmek
icin fizyolojik bir adaptasyon ile iliskili olabilecegini
vurgulamaktadir (Sekil 3.3). Nath (2000), Bombyx mori’de
organofosforlu insektisitlerin hemolenf ve yag dokuda
toksik stres olusturarak karbohidrat metabolizmasini
etkilediklerini gostermistir [19]. Ortel (1996), Cd, Pb, Cu
ve Zn gibi agir metalli besinlerle beslenen Lymantria
dispar larvalarinda hemolenf ve dokularda karbohidrat
seviyelerinin degistigini, ozellikle kadmiyum ve c¢inkolu
besinlerle beslenen boceklerin hemolenf trehaloz seviyesi
ve buna bagli olarak da larvanin glikojen ve glukoz
seviyelerinin her bir metalin artan derisimine bagli olarak

arasindaki fark istatistiksel olarak

diistiigli deneysel olarak gosterilmistir [20]. Ayrica artan
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IAA dozlarinin larvalar iizerinde omurgalilardakine benzer
sekilde toksik etkilere neden oldugu gosterilmistir [21,22].
Tehlikeli bir karsinojen olarak bilinen ve oksinler grubuna
dahil bir BBD olan 2,4-diklorofenoksiasetik asit ile yapilan
calismalarda, bu maddenin ¢esitli yumusak doku
sarkomlar1 ve malignant lenfoma gibi kanserlerle iliskisi
ortaya konulmustur [23].

4. Sonuclar

Hayvanlar stres kogullar1 altinda yiiksek dere-cede
enerjiye ihtiya¢ duymaktadir. Bu durum hay-vanlarin enerji
taleplerine bagli protein ve karbo-hidrat katabolizmasinin
uyarilmasima neden olmus olabilir. Aym1 zamanda IAA
bdcek bilyiime ve ge-lismesinde rol oynayan hormonlarin
metabolizma-larinda da degisime neden olmus olabilir.
Cesitli bocek takimlarina ait tiirlerle yapilan galismalarin
sonuglarina gére BBD’lerin hemolenf metabolitle-rini
(karbohidrat, lipit, protein gibi) etkiledigi tespit edilmistir
[17,18,20]. Bu ¢aligma IAA’nin bdcek fizyolojisinde neden
olabilecegi bazt  metabolik  degisiklikleri  ortaya
koymaktadir. Elde edilen veri-ler IAA’nin bdéceklerde
biyokimyasal degisikliklere neden olabilecegini
gostermektedir.  Sonuglarimiz  IAA  gibi BBD’lerin
ekotoksikolojik olarak onemi-ne ve kullanilabilirliklerine
katkida bulunacaktir.
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