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Oz

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) ve Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae), giiniimiizde
bilimsel ¢aligmalarda model sistemler olarak tanimlanan ve bu amagla kullanilan bocek tiirleridir. Bakir siilfat
pentahidratin (CuSO4.5H,0) (BSP), tarimsal faaliyetlerde yogun olarak; fungusit ve algisit etkili olmak {izere
cesitli organizmalara karsi kullanilmaktadir. Toplam hemosit sayist (THS) ise bocek kan dolasimindaki
hemositlerin konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Calismada, BSP’nin 100, 250 ve 500 ppm dozlarinin, G.
mellonella ve T. molitor larvalarinin toplam hemosit sayilari iizerine etkisi incelendi. BSP, her iki tiiriin son donem
larvalarina zorla besleme teknigi ile verildi. BSP maruziyetinin 24. saat sonrasinda larvalarin THS sayilar
belirlendi. Elde edilen sonuglara gore, 100, 250 ve 500 ppm dozlarina maruz kalan G. mellonella larvalarinin THS
degerlerinde 6nemli bir farklilik elde edilmez iken, 250 ppm BSP dozuna maruz kalan T. molitor larvalarinin THS
degerleri onemli diizeyde artis gosterdi. Bu sonuglar aym1 zamanda iki farkli bocek tiirtiniin THS degerleri
acisindan BSP’ye karsi ortak yanitlarina da vurgu yapmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bakir siilfat pentahidrat, Galleria mellonella, Tenebrio molitor, Toplam hemosit sayist

Influence of Copper Sulfate Pentahydrate (Cusos.5H>0) On the Hemocyte
Counts of the Greater Wax Moth Galleria mellonella L. (Lepidoptera:
Pyralidae) And the Yellow Mealworm Tenebrio molitor L. (Coleoptera:

Tenebrionidae) Larvae

Abstract

Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) and Tenebrio molitor L. (Coleoptera: Tenebrionidae) are insect
species that are defined and used as model systems in scientific studies. Copper sulphate pentahydrate
(CuS04.5H,0) (CSP) is widely used in agriculture as a fungicide and algaecide against various organisms. Total
haemocyte count (THC) is defined as the concentration of haemocytes of the insect circulatory system. In the
study, the effect of CSP at doses of 100, 250, and 500 ppm on the total haemocyte counts (THCs) of G. mellonella
and T. molitor larvae was investigated. CSP was administered to the last instar larvae of both species using a force-
feeding technique. THCs were determined 24 hours after CSP exposure. According to the obtanined results, while
there was no significant difference in the THCs values of G. mellonella larvae exposed to 100, 250 and 500 ppm
doses, the THCs values of T. molitor larvae exposed to 250 ppm CSP dose increased significantly. These results
also highlight the common responses of two different insect species to the CSP in terms of THCs values.
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1. Giris

Glinlimiizde, biiyiik balmumu giivesi Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) ve un
kurdu  Tenebrio L. (Coleoptera:
Tenebrionidae) tiirleri, bilimsel c¢alismalarda
model deney organizmasi olarak literatiirde yer
almaktadir  (Andrade-Oliveirea vd., 2023;
Giammarino vd., 2024). Hayat dongiilerinin kisa
olmasi, siirdiiriilebilir sekilde
yetigtirilebilir olma  6zellikleri  gilinlimiizde
toksikolojik ¢aligmalarda kullanilmalarina olanak
saglamaktadir (Eskin vd., 2019; Andrade-
Oliveirea vd., 2023).

molitor

kolayca

BSP, kolayca elde edilebilen ve saklanabilen bir
kimyasal madde olup, bakteriyel, algal ve fungal
kontaminasyonlara karsi bakterisit, algisit ve
fungisit etkileri olan bir kimyasal bilesiktir (Biagi
vd., 2014; Miah vd., 2021). Bakir siilfat, suda
cOziinerek  bakir siilffat  iyonlarina
ayrilmaktadir. Canlilar iizerinde daha ¢ok bakir
toksik etki gdstermektedir. Bakir
iyonlarinin  organizmada hiicrelerin mukoz
membranlarin par¢alanmasina neden oldugu,

Ve

iyonlari

hiicre zarari ve hiicre 6liimlerinin ise hiicrede asir1
miktarda bakir toplanmasindan kaynaklandigi
bildirilmistir (Bulut ve Kubilay, 2021).

Zorla besleme, genellikle bir boru araciligiyla
yiyecegin agizdan mideye verilmesi yoluyla bir
kisiyi veya hayvani yemeye ve i¢gmeye zorlama
uygulamasidir. Mikroorganizmalarin veya toksik
maddelerin toksisite calismalari, zorla besleme
teknigi yoluyla bocekler
gerceklestirilmektedir (Ramarao vd., 2012; Eskin
ve Bozdogan, 2021).

uzerinde

Boceklerin ve diger omurgasizlarin hemolenfinde
bulunan hemositler, dogustan gelen bagisiklik da
dahil olmak iizere gesitli fizyolojik iglevleri yerine
getirirler (Moyetta vd., 2021). Hemositlerin
yogunlugundaki dalgalanmalar (artis veya
azaliglar), bagisiklik tepkisinin gostergesi olarak
tanimlanabilmektedir (Banville vd., 2012; Eskin,
2023). THS, ©bocek kan  dolasimindaki
hemositlerin konsantrasyonunu ifade etmektedir
(Mussel vd., 2015). Onceki calismalar, agir
metallerin boceklerin hemosit profili {izerinde

belirgin etkiye sahip oldugunu gostermistir
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(Borowska ve Pyza, 2011, Akman Giindiiz vd.,
2020).

Yirminci ylizyilin ikinci yarisinda, niifus
artigindaki hizlanma ¢evresel kirliligi artirmig, bu
da yasam kaynaklarinin daha fazla kirlenmesine
yol agmistir. Sonu¢ olarak, ekosistemlerin
bozulmasi giderek daha ciddi bir boyut
kazanmustir. Insan saglig1 acisindan kritik Gneme
sahip ve c¢evresel etkileri bulunan kimyasal
maddelerin etkilerinin belirlenmesi,
ekotoksikoloji ve gevre saglig1 agisindan dnemli
bir arastirma konusu olmustur (Katalay vd.,
2019). Bu anlamda THS, ¢evresel kirleticilerin
etkilerini  degerlendirmek  i¢in  iyi  bir
biyoindikatdr olarak nitelendirilmektedir (Katalay
vd., 2019).

BSP’nin yiiksek konsantrasyonu tatli su ve yeralti
suyunda bulunan bazi su ekosistemlerinde tespit
edilmistir (Atabat vd., 2015; Kirici vd., 2017).
Karasal ekosistemlerde ise BSP’nin, yaygin
kullanimi1 ve dogal yasam alanlarina yayilmasi, bu
tiir kirleticilerin hedef olmayan tiirler {izerinde,
ozellikle de polen tastyicilar da dahil olmak iizere
bocekler iizerinde yaratabilecegi ikincil etkiler
hakkinda sorular1 giindeme  getirmektedir
(Bernardes vd., 2022; Pardo vd., 2024). Ozellikle
bakir siilfatin, bir bocek tirii olan Partamona
helleri (Friese, 1900) (Hymenoptera : Apidae)
lizerinde; yliriime davraniginin degigmesine neden
oldugu, orta bagirsak epitelinde ve peritrofik
matrisinde hasarlara neden oldugu bildirilmistir
(Pardo vd., 2024).

BSP’nin canli sistemler tzerindeki potansiyel
toksik etkileri, kismi olarak bilinmekte olup bu
konuda ek c¢alismalarin yapilmasi gerektigi
anlagilmaktadir (Kirici vd., 2017). Bu ¢aligmanin
amaci giliniimiizde tarimsal faaliyetlerde ayni
zamanda bir pestisit olarak da kullanilan,
kimyasal bir bilesik olan BSP’nin G. mellonella
ve T. molitor larvalarmin THS fizerine etkisini
belirlemektir.
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2. Materyal ve Metot

2.1 Galleria mellonella ve Tenebrio molitor
Bocek Kiiltiirlerinin Elde Edilmesi

G. mellonella bocek kiiltiirii; karanlik ortamda, 27
+ 4 °C sicaklik ve %55 = 5 bagil nem bulunan
laboratuvar sartlarinda yetistirildi. Bunun i¢in
larva ile bulasik petekler, aricilardan temin
edilerek, icerisinde balmumu bulunan 1 litre
hacimdeki kavanozlarda kiiltiire alindi. Ergin hale
gelen bireylerin biraktigi yumurtalar, icerisinde
bal mumu bulunduran, delikli kavanoz kapagi ve
Amerikan bezi ile agz1 kapali kavanozlarda
kiiltiire alindi. S6z konusu yumurtalardan gelisen
larvalar son donem agirliklarina ulastiklarinda
(180 + 20 mg) deneysel galigmalar i¢in ayirildilar.

T. molitor bocek kiiltiirii; 28 + 3°C, 60 + %5 bagil
nem igeren laboratuvar kosullarinda, igerisinde
kalin kepek, misir nisastas1 ve elma parcalar
iceren delikli plastik kaplarda yetistirildi.
Deneysel ¢aligmalar i¢in ergin bireylerin birakmis
oldugu yumurtalardan gelisen son doneme ait
larvalar (100 = 20 mg) kullanild1 (Morales-Ramos
vd., 2015).

2.2 Kimyasal Maddeler ve Kullanilan Diger
Malzemeler

Bu c¢alismanin deneysel asamalarinda; BSP
(Tekkim, Lot no: 060315619), distile su, 29 gauge
mikro ince insiilin sirmgasi, PBS (Phosphate
Buffered Saline) (Sigma Aldrich, USA), delikli
20 mL sos kaplari, Neuber hemositometre (MC,
Qiyjing, 02270113, Cin), diseksiyon makasi
(ISOLAB), mikropipet (Thermoscientific-2-20
uL), Swift SW380T marka ve model mikroskop
ve lamel kullanildi.

2.3 Larvalardan Hemolenf Toplanmasi ve
Toplam Hemosit Sayillarinin Hesaplanmasi
(THS)

BSP 'nin 100, 250 ve 500 ppm konsantrasyonlart,
her bir son dénem larvaya 10ul. dozda olmak
iizere 29 gauge mikro ince insiilin siringasi
kullanilarak zorla besleme teknigi ile verildi. Bu
calismada test edilen yiiksek konsantrasyona
sahip dozlar, gliniimiizde farkli canli sistemler
tizerindeki toksik etki deneme ¢aligmalari
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kapsaminda da test edilmektedir (Bulut ve
Kubilay, 2022). Bu c¢aligmada, kontrol grubu
larvalarina sadece distile su 10 uL verildi.
Uygulama yapilan larvalar, delikli 20 mL'lik
plastik kutulara aktarildi. Uygulamanin 24 saat
sonrasinda larvalardan hemolenf toplama ve
hemosit sayim agamalarina gegildi. Bunun i¢in G.
mellonella tiiriine ait larvalar buz kalibinin
uizerine birakilarak, birinci arka bacak iizerinden
5 pL hemolenf mikropipet ile alinarak icerisinde
45 uL pihtilasma engelleyici soliisyon (PBS)
bulunan eppendorf tiiplerine aktarildi (Tojo vd.,
2000; Teramoto ve Tanaka, 2004). T. molitor
larvalarindan hemolenf, 3. toraks segmentinden
cikan bacagin diseksiyon makasi ile kesilmesi
suretiyle elde edildi. Hemolenfler, mikropipet
yardimiyla karistirildi ve s6z konusu karisimdan
10 ul mikropipet ile g¢ekilerek Neubauer
hemositometresine yiiklendi. Hemosit sayimlari,
Swift SW380T marka ve model mikroskop
kullanilarak gerceklestirildi. Deney icin her bir
deney grubundan ve kontrol grubundan bir
tekerrirde 5 larva kullanildi. Calisma {i¢
tekerriirlii olacak sekilde toplamda 15 adet larva
ile gergeklestirildi. Militredeki toplam hemosit
sayilari;

Hiicre sayis1 / mL = Biiyiik karede saydigimiz
hiicre sayis1 x Sulandirma katsayis1 (10) x 10*
formiiliinden yararlanilarak hesaplandi (Prescott
ve Breed, 1910).

2.4 istatistiksel Analizler

Her iki bocek tiirline ait elde edilen ortalamalar
tek yonlii varyans (ANOVA) ile
karsilagtirildi. Ortalamalara ait farklar Tukey testi
ile degerlendirildi. Veri analizinde SPSS 11.0
istatistik programi1  (IBM) kullanildi.
istatistiksel analizlerde p<0,05 anlamli kabul
istatistiksel

analizi

Tim

edilmistir. Bu c¢alismanin tiim
bulgularimi igeren tabloda kontrol grubu '0' olarak

belirlendi (Tablo 1).
3. Bulgular ve Tartisma

BSP’nin 100, 250 ve 500 ppm dozlarinin G.
mellonella ve T. molitor larvalarinin toplam
hemosit sayilar1 (THS) iizerine etkisini gosteren
bulgular agsagida Tablo 1°de verilmektedir.
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Tablo 1. Bakir siilfat pentahidratin (CuSO..5H,0) uygulamadan 24 saat sonra G. mellonella ve T.

molitor larvalarinin hemosit sayilar izerine etkisi

Table 1. The influence of copper sulfate pentahydrate (CuSO..5H,0) on the hemocyte counts of Galleria
mellonella and Tenebrio molitor larvae 24 hours after administration

Dozlar (ppm)

Toplam Hemosit Sayis1 (THS) x 10°

Min- Maks (X + SH)

Galleria mellonella

0 (distile su) 11,91-17,64 14,78 + 1,33%"
100 13,62-20,53 17,08 + 1,60%"
250 15,41-23,50 19,46 + 1,88%"
500 13,93-23,06 17,45 +2,12%
Tenebrio molitor

0 (distile su) 12,50-16,41 14,60 + 0,91%
100 12,21-17,87 14,99 + 1,342
250 16,97-26,01 21,49 +£2,10°
500 13,14-22,50 17,82 £2,18%

* Ayni siitunda ayni1 harfe sahip gruplar arasindaki
fark istatistiksel (Tukey,
P>0,05).

olarak Onemsizdir

** Aymi siitunda farkli harfe sahip gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(Tukey, P<0,05).

Tablo 1.’deki THS
ortalamalarinda G. mellonella larvalarinin deney

veriler incelendiginde,
gruplart ve kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak bir fark bulunmadigr anlagildi (df:3,
F=1,328, P=0,274, Tukey Testi). T. molitor
larvalarinin deney gruplari ve kontrol grubuna ait
THS ortalamalar1 incelendiginde, 250 ppm
BSP’ye maruz kalan larvalarin THS ortalamasinin
(21,49 x 10° kontrol grubu larvalarina gore
(14,60 x 10°) istatistiksel olarak énemli diizeyde
artig gosterdigi anlasildi (df:3, F=1,328, P=0,021,
Tukey Testi).

Daha
bilesiminde bakir bulunan diger ¢calismamizda; 38

once gerceklestirmis oldugumuz ve
nm boyutunda ve pul benzeri sekilli CuO
nanopartikiilleri, G. mellonella’nin dérdiincii evre
(100 = 20 mg) larvalarina 10, 50, 100 ve 150
ug/10 puL dozlarinda olmak tizere zorla besleme
teknigi ile larvalara agizdan verilmistir (Eskin ve
2021). Soz

bu c¢alismada

Bozdogan, konusu ¢alismanin
elde edilen G.

mellonella’nin THS ortalama sonuglarina benzer

sonucunda,
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olarak (Tablo 1), her ne kadar doza bagh olarak,
THS ortalamasi kontrol grubuna gore artis
gosterse de, soz konusu artis istatistiksel olarak
anlamli diizeyde ger¢eklesmemistir. Bu ¢calismada
elde edilen sonuglar daha once gergeklestirmis
oldugumuz c¢alisma ile uyum gosterdi (Tablo 1)
(Eskin ve Bozdogan, 2021).

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Pyralidae) larvalar1 iizerinde 500 ppm CuO
nanopartikiil dozunun, bdcegin immiin yanitina
etkilerinin ¢aligildig1 bir arastirmada, s6z konusu
doza maruziyetten 24 saat sonra deney grubunda,
kontrol grubuna goére hemosit yogunlugunda
%19,42°lik bir oranda azalma oldugu tespit
edilmistir (Rahman vd., 2022). Benzer sekilde,
etki stiresinin farklilig1 agisindan, bu ¢alismadaki
sonuclardan farkli olarak, bakirin 10 mg/L
konsantrasyonuna maruz kalan G. mellonella
larvalarinda, 72 saatlik etki siiresi sonucunda,
toplam hemosit sayisinda azalma meydana geldigi
Tungsoy vd., (2020) tarafindan bildirilmistir.

BSP kullanarak sentezlemis oldugumuz, organik-
inorganik hibrit nano ¢icekler ile gerceklestirmis
oldugumuz farkli bir ¢aligmada, 1000, 2000 ve
6000 ppm nano ¢igek dozlarmin, G.
mellonella’nin  THS  ortalamalarim
grubuna gore Onemli diizeyde arttirdig1 tespit
edildi (Eskin vd., 2022). Mevcut ¢aligmada, 250
ppm BSP’nin, T. molitor larvalarinin THS

kontrol
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ortalamasini, kontrol grubu larvalarma goére
onemli diizeyde artmasina neden oldugu anlasildi
(Tablo 1). Elde edilen bu sonuclar, Eskin vd.,
(2022) sonuglari ile uyum gdstererek, her ne kadar
bu calismada farkl1 bir bocek tiirii test edilse de (T.
molitor), bocegin  bagisiklik
sisteminin, BSP toksisistesine benzer bir yanit
verdigini gosterdi.

soz konusu

Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)
larvalarinin besinine farkli derisimlerde (25, 50 ve
100 mg/kg) Cu ilave edildiginde, ¢aligmamizdaki
250 ppm BSP dozuna maruz kalan T. molitor
larvalarinin vermis oldugu immiin yanita benzer
olarak tiim dozlarda toplam hemosit sayisinda
artis gozlemlenmistir (Baghban vd., 2018;
Tungsoy vd., 2020).

Lodhi vd., (2008), BSP’nin tatli su karidesi
Macrobrachium dayanum’un (Crustacea-
Decapoda) THS iizerine etkilerini arastirdiklar
bir c¢alismada, yine bu calismadaki veriler ile
uyumlu olacak sekilde, BSP’ye maruz kalma
sonucunda, THS nin hem akut (24, 48, 72 ve 96
saat) hem de subakut (10, 20 ve 30 giin) siirelerde
belirgin  dalgalanmalar  gdsterdigini  tespit
etmislerdir. Arastirmacilar 6zellikle THS’nin,
BSP’ye ilk olarak 24 saat ve 10 giinliik

maruziyette, kontrol grubuna goére deney
gruplarinda (akut: 0,418 mg/L) ve (subakut: 0,105
mg/L)  oOnemli  bir artig  gdsterdigini

gozlemlemislerdir. Arastirmacilar bu durumun
nedenini; her ne kadar agir metallerin dolasimdaki
hemositleri tam olarak nasil etkiledigi bilinmese
de, THS nin fizyolojik degisikliklere karsi bir
stres yanitt olarak, lizis ve degraniilasyon
mekanizmalari ile artis gdstermis olabilecegini,
buna ilave olarak bakir stresi
sonucunda,  hemositlerin

havuzlarindan hemosit

iyonlarinin
larvanin  rezerv
sirkiilasyonuna dahil
olmasi ile hemolenfte sayilarim artirdiklar

seklinde yorumlamislardir (Lodhi vd., 2008).

Toksik maddeye bagli olarak Onemli diizeyde
artan hemosit yogunlugunun nedenleri ile ilgili
olarak; bocegin bagisiklik sisteminin, toksik
maddenin hemosit detoksifikasyonuna karst bir
eylemi olarak (George ve Ambrose, 2004),
hematopoezdeki

artigtan kaynaklanmas1
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nedeniyle (Kurt ve Kayis, 2015), hemositlerdeki
mitotik  aktivite artist  ve  dolasimdaki
graniilositlerin gérev almasi nedeniyle olabilecegi
yoniinde literatiirde degerlendirmeler mevcuttur
(King ve Hillyer, 2013; Eskin vd., 2022).
Dolayisiyla, T. molitor hemolenfinde bulunan
hemositlerin, 250 ppm BSP dozuna karsi
hemolenfteki yogunlunun 6nemli diizeyde artis
gostermesinin  nedeni  yukarida  agiklanan
mekanizmalardan kaynakli olabilir. Son olarak,
500 ppm BSP dozuna maruz kalan G.
mellonella ve T. molitor larvalarinda, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, toplam hemosit
sayilarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir
farkliligin  gériilmemesinin nedeni, BSP’nin
viicuda alindiktan sonra bocegin bazi doku ve
organlarinda (sindirim sistemi, bogaltim sistemi,
fat body ve bagirsak epitel hiicrelerinde)
kiimelesme gostermesi ve BSP’nin diski ile
atilmasi sonucunda, hemolenfteki yogunlugunun
daha az gerceklesmesi durumundan kaynakli
olabilir (Raes vd., 1989; Al-Salim vd., 2011)
(Tablo 1).

4. Sonuclar

Sonug olarak bu ¢alismada BSP’nin 100, 250 ve
500 ppm dozlarinin, G. mellonella ve T. molitor
larvalarinin THS tizerine etkisi incelendi. Elde
ozellikle T. molitor
BSP’ye
hemolenfte artis gostermek suretiyle bir yanit
verdigini ortaya koydu. Calisma, 7. molitor’un

edilen sonuglara gore,

larvalarinin ~ hemositlerinin, karsi

agir metaller ile gergeklestirilecek biyo-deneyler
ve toksikolojik ¢aligsmalar agisindan biyoindikator
olarak uygun bir organizma oldugunu gdsterdi.
Mevcut c¢alisma, gerek BSP’nin bdcege verilis
teknigi acgisindan gerekse de deneme yapilan

tirler agisindan BSP toksisitesi hakkinda
aragtirmacilara degerli veriler sunmaktadir.
Fungusit, algisit etkili olmak tlzere cesitli

organizmalara kars1 tarimsal faaliyetlerde yogun
olarak kullanilan BSP’nin, 6nemli sitolojik
etkilerinin oldugu ve konsantrasyon artisiyla bu
etkilenmenin daha fazla gerceklestigi bu calisma
ile belirlendi.
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Yazar Katkisi

Yazarlar makalenin olusturulmasi noktasinda
gerekli olan tiim asamalarda esit katkida
bulunduklarini beyan etmislerdir.

Finansman beyam

Bu arastirma herhangi bir fon kurulusundan, ticari
veya kar amaci giitmeyen sektorlerden 6zel bir
hibe almamustir.

Cikar Catismasi Beyam

Yazarlar herhangi bir ¢ikar ¢catigmasi olmadigin
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